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RESUMO 
 
A acção da insulina no músculo esquelético depende de um reflexo parassimpático 
hepático que conduz à libertação de uma substância hepática sensibilizadora da 
insulina, designada por HISS, responsável por cerca de 55% do efeito hipoglicemiante da 
insulina. A acção da HISS é finamente regulada pelo monóxido de azoto (NO) hepático e 
pelo estado prandial, aumentando no período pós-prandial imediato e diminuindo 
progressivamente com as horas de jejum. A secreção da HISS pode ser inibida cirúrgica 
ou farmacologicamente, quer por desnervação selectiva do plexo anterior hepático, 
quer por administração de atropina, quer por inibição do sintase do NO (NOS) hepático. 
O objectivo geral do trabalho apresentado nesta dissertação foi a caracterização da via 
de transdução de sinal que conduz à libertação da HISS. O modelo utilizado neste estudo 
foi o rato Wistar. A sensibilidade à insulina foi avaliada através do teste rápido de 
sensibilidade à insulina (RIST).  
A primeira hipótese de trabalho testada foi que a sequência de eventos que 
conduzem à secreção da HISS inicia-se com a activação do sistema parassimpático 
hepático seguida de activação do NOS hepático com subsequente produção de NO e 
activação do guanilato ciclase (GC). Observou-se que a administração de um dador de 
NO reverteu a resistência à insulina induzida, quer por inibição do NOS hepático, quer por 
antagonismo dos receptores muscarínicos com atropina. Em contraste, a resistência à 
insulina produzida por inibição do NOS hepático não foi revertida por administração 
intraportal de acetilcolina (ACh). Constatou-se que a inibição do GC hepático diminuiu a 
sensibilidade à insulina. Estes resultados sugerem que: a ACh libertada no fígado induz a 
síntese de NO hepático que conduz à libertação da HISS, que por sua vez é modulada 
pelo GC hepático. 
A libertação da HISS em resposta à insulina é regulada pelo estado prandial. Uma vez 
que os níveis hepáticos de glutationo (GSH) se encontram, tal como a HISS, diminuídos no 
  
 
 
 
xii 
estado de jejum e aumentados após a ingestão de uma refeição, testou-se a hipótese de 
que o GSH hepático está envolvido na secreção da HISS. Observou-se que a depleção 
do GSH hepático induziu resistência à insulina, comparável à obtida após inibição do 
NOS hepático. Estes resultados suportam a hipótese de que o GSH hepático desempenha 
um papel crítico na acção periférica da insulina.  
Considerando que, no estado de jejum, tanto os níveis de GSH hepático como os 
níveis de NO hepático são baixos, testou-se a hipótese de que a co-administração 
intraportal de um dador de GSH e de um dador de NO promove um aumento da 
sensibilidade à insulina no estado de jejum, devido ao restabelecimento do mecanismo 
da HISS. Observou-se que a administração sequencial de dadores de GSH e de NO no 
fígado provocou um aumento na sensibilidade à insulina, dependente da dose de dador 
de GSH administrada. Concluiu-se portanto que ambos, GSH e NO, são essenciais para 
que o mecanismo da HISS esteja completamente funcional.  
O GSH e o NO reagem para formar um S-nitrosotiol, o S-nitrosoglutationo (GSNO). Os 
resultados supra-mencionados conduziram à formulação da hipótese de que a 
secreção/acção da HISS depende da formação de GSNO. Observou-se que a 
administração intravenosa de S-nitrosotióis (RSNOs) aumentou a sensibilidade à insulina, 
em animais submetidos a um período de jejum, ao contrário da administração intraportal 
destes fármacos, o que RSNOs têm uma acção periférica, mas não hepática, na 
sensibilidade à insulina.  
 Os resultados obtidos conduziram à reformulação da hipótese da HISS, sugerindo que 
a ingestão de uma refeição activa os nervos parassimpáticos hepáticos levando à 
libertação de ACh no fígado que, por sua vez activa o NOS. Simultaneamente, ocorre um 
aumento dos níveis de GSH hepático que reage com o NO hepático para formar um 
composto nitrosado, o GSNO. Este composto mimetiza a acção hipoglicemiante da HISS 
no músculo esquelético. 
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SUMMARY 
 
Insulin action at the skeletal muscle depends on a hepatic parasympathetic reflex that 
promotes the release of a hepatic insulin sensitizing substance (HISS) from the liver, which 
contributes 55% to total insulin action. HISS action is modulated by hepatic nitric oxide 
(NO) and also by the prandial status so as to, in the immediate postprandial state, HISS 
action is maximal, decreasing with the duration of fasting. HISS secretion may be inhibited 
by interruption of the hepatic parasympathetic reflex, achieved either by surgical 
denervation of the liver or by cholinergic blockade with atropine, or by prevention of 
hepatic NO release, using NO synthase (NOS) antagonists. 
The main objective of this work was to characterize the signal transduction pathways 
that lead to HISS secretion by the liver. Wistar rats were used and insulin sensitivity was 
evaluated using the rapid insulin sensitivity test (RIST). 
The first hypothesis tested was that the sequence of events that lead to HISS secretion 
starts with an increase in the hepatic parasympathetic tone, followed by the activation of 
hepatic NOS and subsequent triggering of guanylate cyclase (GC). We observed that 
insulin resistance produced either by muscarinic receptor antagonism with atropine or by 
hepatic NOS inhibition was reversed by the intraportal administration of an NO donor. In 
contrast, intraportal acetylcholine (ACh) did not restore insulin sensitivity after NOS 
inhibition. We also observed that GC inhibition lead to a decrease in insulin sensitivity. 
These results suggest that the release of ACh in the liver activates hepatic NO synthesis in 
order to allow HISS secretion, through a signaling pathway modulated by GC. 
HISS release in response to insulin is controlled by the prandial status. The second 
hypothesis tested was that glutathione (GSH) is involved in HISS secretion since the hepatic 
levels of GSH are, like HISS action, decreased in the fasted state and increased after 
ingestion of a meal. We observed that hepatic GSH depletion led to insulin resistance of 
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the same magnitude of that observed after inhibition of hepatic NOS. These results support 
the hypothesis that hepatic GSH is crucial in peripheral insulin action. 
Since, in the fasted state, both hepatic GSH and NO levels are low, we tested the 
hypothesis that intraportal co-administration of a GSH donor and an NO donor enhances 
insulin sensitivity in fasted Wistar rats, by restoring HISS secretion. We observed that GSH 
and NO increased insulin sensitivity in a GSH dose-dependent manner. We concluded that 
HISS secretion requires elevated levels of both GSH and NO in the liver. 
GSH and NO react to form a S-nitrosothiol, S-nitrosoglutathione (GSNO). The last 
hypothesis tested in this work was that HISS secretion/ action depends on the formation of 
GSNO. We observed that intravenous administration of S-nitrosothiols (RSNOs) increased 
insulin sensitivity in animals fasted for 24 h, in contrast with the intraportal administration of 
the drug. This result suggests that RSNOs enhanced insulin sensitivity through a peripheral, 
and not hepatic, mechanism.  
The results obtained led to a restructuring of the HISS hypothesis, suggesting that the 
ingestion of a meal triggers the hepatic parasympathetic nerves, leading to the release of 
Ach in the liver, which in turn activates NOS. Simultaneously, hepatic GSH levels increase 
and react with NO to form a nitrosated compound, GSNO. S-nitrosoglutathione mimics 
HISS hypoglycaemic action at the skeletal muscle. 
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RÉSUMÉ 
 
L´action de l´insuline sur le muscle squelettique dépend d´un réflexe 
parasympathique hépathique qui conduit à la libération d’une substance hépatique 
sensibilatrice de l´insuline, désigné par  HISS, responsable aenviron pour 55% de l’effet 
hypoglycémiant. La libération du HISS est contrôlée par le monoxyde d’azote (NO) et par 
l´état prandial, augmentant dans la période post prandial immédiate et diminuant  
graduellement avec le jeûne. La libération du HISS peut être inhibée après la dénervation 
du foie ou par l´inhibition des récepteurs muscariniques avec atropine ou par l´inhibition 
du synthéase du NO hépatique.  
Le principal objectif de ce travail a été d’établir les voies de transduction du signal 
qui permette la libération du HISS du foie. On a utilisé des rats Wistar et on a évalué la 
sensibilité à l´insuline avec le test rapide de sensibilité à l´insuline (RIST). 
La première hypothèse de travail testée a été que la séquence d’événements qui conduit 
à la sécrétion de HISS, commence avec l’activation du système parasympathique suivi 
par l’activation du NOS hépatique  et l’activation du guanilate cyclase (GC). 
On a enregistré que l’administration d’un donneur de NO a fiat renverser la 
résistance à l’insuline induite soit par l’inhibition du NOS hépathique soit par l’antagonisme 
des récepteurs muscariniques avec atropine. 
Contrairement, l´insulinorésistance obtenue produite par l´inhibition du NOS hépathique 
n´a été pas renversée par l´administration intra portale d’acétylcholine (ACh). On a 
constaté que l´inhibition du GC hépatique a réduit  la sensibilité á l´insuline. Donc, nous 
stipulons que l’ ACh libérée par le foie, conduit à la synthèse de NO hépatique qui conduit 
à la libération du HISS sur le control du GC hépatique.  
La libération du HISS en réponse à l’insuline est contrôlée par l´état prandial. On a 
essayé l´hypothèse que le glutathion (GSH) hépatique règle la production  de l’HISS par le 
foie, car il dépend aussi de l´état prandial, vu que les niveaux hépatiques de GSH sont 
baissés à  jeûne et augmenté après un repas. On a observé que l´apaisement du GSH 
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hépatique a induit une insulinorésistance, semblable à celle l´observée après l´inhibition 
du NOS hépatique. Ces résultats,  suggèrent que le GSH du foie assure un rôle essentiel 
dans l´action périphérique de l´insuline.   
Considérant qu’en etat de jeûne, aussi bien le GSH hépatique que le NO 
hépatique sont bas,  on a testé l´hypothèse  que la co-administration, dans la circulation 
portale, d´un donneur de NO et d´un donneur de GSH induit une augmentation de  la 
sensibilité à l´insuline par le rétablissement du mécanisme du HISS. On a observé que 
l´administration séquentiel de GSH et NO a augmenté la sensibilité à  l´insuline d´une 
façon selon la dose de GSH administrée.  De cette façon, on a conclu que le GSH et NO 
sont essentiels pour le fonctionnement de la voie du HISS. 
Le GSH et le NO réagissent pour former un S-nitrosothiol, le S-nitrosoglutathione 
(GSNO). Les résultats qu’on a décrits, suggèrent  que la libération du HISS dépend de la 
formation de GSNO. On a observé que l´administration de S-nitrosothiols (RSNOs) dans la 
circulation veineuse, sur des animaux, a augmenté la sensibilité à l´insuline après une 
période de jeûne, au contraire de l´administration dans la circulation portale. Donc, on 
suggère que les RSNOs ont une action périphérique, et pas hépatique, dans la sensibilité á 
l´insuline. 
Les résultats obtenus ont conduit à la reformulation de l´hypothèse de l’HISS. La 
prise de nourriture active les nerfs parasympathiques hépatiques qui libèrent  ACh dans le 
foie et en suite active le NOS. Simultanément, les niveaux de GSH hépatique augmentent 
et le GSH réagit avec le NO pour former GSNO. Cette molécule reproduit l´action 
hypoglycémiante du HISS dans le muscle squelettique. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 A HOMEOSTASIA DA GLUCOSE 
 
A manutenção dos níveis plasmáticos de glucose dentro de um intervalo 
relativamente estreito é de uma importância vital para os mamíferos, particularmente 
para manter um fornecimento contínuo de glucose ao sistema nervoso central onde esta 
é o substrato energético por excelência. Os níveis plasmáticos de glucose dependem do 
balanço entre o seu aporte à circulação sanguínea e a sua captação pelos tecidos 
sendo que, em condição basais, o aporte iguala as necessidades promovendo a 
manutenção da euglicémia. A hipoglicémia prolongada pode conduzir a coma e, se 
não for corrigida, pode mesmo levar à morte. A hiperglicémia é também deletéria para 
os organismos vivos, conduzindo a desidratação por perda de substratos energéticos, 
água e electrólitos na urina e a lesões patológicas em vários órgãos e tecidos. A 
regulação do metabolismo energético nos humanos é um processo intrincado que 
envolve interacções complexas entre nutrientes exógenos, hormonas e 
neurotransmissores. 
 
1.1.1 Fontes e armazenamento da glucose 
 
A principal fonte exógena da glucose plasmática são os nutrientes obtidos via 
absorção intestinal. Após uma refeição rica em hidratos de carbono, os polissacáridos e 
dissacáridos são hidrolisados em glucose, galactose e frutose no lúmen intestinal. A 
glucose é co-transportada com sódio (Na+) por transportadores especializados existentes 
na bordadura em escova das células epiteliais do intestino delgado (Bihler et al., 1987). A 
glucose atravessa depois a membrana basal da célula epitelial através de um processo 
de difusão facilitada (Bihler et al., 1987). O sangue enriquecido em hidratos de carbono 
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drena para a veia porta, sendo o fígado um dos primeiros órgãos expostos a uma 
concentração elevada de açúcares.  
O fígado é o órgão central no metabolismo dos hidratos de carbono regulando o 
equilíbrio entre o aporte e a demanda de nutrientes. Este órgão capta cerca de 30 % da 
glucose obtida a partir da dieta, sendo que parte da glucose é armazenada sob a forma 
de glicogénio que irá garantir a manutenção dos níveis plasmáticos de glucose durante 
períodos de jejum (Pickup, 2003). A capacidade máxima de armazenamento de glucose 
pelo fígado é de cerca de 75 g no humano (Pickup, 2003). Os restantes hidratos de 
carbono podem ser armazenados como glicogénio no músculo esquelético ou, de uma 
forma mais eficiente, sob a forma de triglicéridos (TG) no tecido adiposo. O 
armazenamento de energia sob a forma de glicogénio é relativamente ineficiente uma 
vez que o glicogénio é muito hidrofílico, levando à produção de apenas 1 a 2 calorias 
por grama de glicogénio hidratado em vez das esperadas 4 calorias por grama de 
glicogénio não hidratado (Pickup, 2003). Em contraste os TG são armazenados num meio 
não aquoso, gerando energia em valores muito próximos dos teóricos, que 
correspondem a 9.4 calorias por grama de triglicérido (Pickup, 2003). Esta elevada 
eficiência de armazenamento de energia promovida pela gordura é crucial para a 
existência humana, permitindo maior mobilidade e promovendo a sobrevivência em 
períodos de escassez de alimentos.  
 
1.1.2 Captação e transportadores da glucose 
 
O padrão de captação de glucose pelos diferentes tecidos é determinado por vários 
factores, nomeadamente pela distribuição de diferentes isoformas de transportadores de 
glucose, pela capacidade dos tecidos de utilizarem substratos energéticos alternativos e 
pelo gradiente de glucose entre o citosol e o interstício.  
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O lúmen intestinal constitui, juntamente com o túbulo contornado proximal no rim, uma 
excepção ao transporte de glucose a favor do gradiente de concentração, uma vez 
que a absorção de glucose é feita por transporte dependente de Na+, contra o 
gradiente de glucose. No entanto, a maior parte dos transportadores de glucose são 
proteínas membranares que funcionam como canais por onde a glucose passa por 
difusão facilitada. Estes transportadores de glucose (GLUTs) permitem a entrada da 
glucose para o interior das células, a favor do gradiente de concentração, num processo 
que não requer energia. Conhecem-se hoje em dia pelo menos treze isoformas de GLUTs 
(GLUT-1 a 12 e HMIT) (Wood et al., 2003). O GLUT-1 foi o primeiro a ser caracterizado, 
encontra-se expresso em vários tecidos, particularmente no cérebro e nos eritrócitos, e é 
responsável pelo transporte basal de glucose. O transportador GLUT-2 tem especial 
relevância nas células β dos ilhéus de Langerhans, onde o seu elevado Km (constante de 
Michaellis-Menten) permite que a entrada de glucose na célula β seja directamente 
proporcional aos níveis extracelulares de glucose, funcionando como um sensor de 
glucose plasmática (Shepherd et al., 1999). O GLUT-2 é também o transportador 
predominante nos hepatócitos e no rim. O GLUT-3 tem elevada afinidade para a glucose, 
o que é consistente com a sua elevada expressão em tecidos onde a demanda de 
glucose é elevada, particularmente no cérebro. O GLUT-4 tem uma importância fulcral no 
transporte de glucose mediado pela insulina, sendo expresso em tecidos sensíveis à 
acção desta hormona como o músculo esquelético, cardíaco e tecido adiposo 
(Shepherd et al., 1999). Ao contrário dos GLUTs já referidos, que são proteínas 
constitutivamente expressas na membrana celular, os GLUT-4 encontram-se armazenados 
em vesículas no citoplasma, sendo recrutados e translocados para a membrana 
mediante ligação da insulina ao seu receptor. O recrutamento das reservas intracelulares 
de GLUT-4 conduz a um aumento de 10 a 20 vezes na captação celular de glucose 
(Bryant et al., 2002). Assim, a capacidade da insulina de estimular a captação de glucose 
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no músculo esquelético e tecido adiposo é directamente proporcional à quantidade de 
GLUT-4 expressa por estes tecidos.   
O GLUT-5 e GLUT-11 são transportadores de frutose. Enquanto que o GLUT-5 é expresso 
na membrana apical dos enterócitos, testículos e rim, o GLUT-11 é expresso no coração, 
músculo esquelético, fígado, pulmão e cérebro. O GLUT-7, GLUT-9 e GLUT-12 ainda não 
foram caracterizados funcionalmente, sabendo-se apenas que a expressão do GLUT-9 é 
evidente no fígado e rim, enquanto que o GLUT-12 surge no coração, intestino, próstata e 
tecidos sensíveis à insulina (Rogers et al., 2002). O GLUT-6, expresso no baço e leucócitos, 
tem localização intracelular mas a sua translocação para a membrana não é estimulada 
pela insulina, ao contrário do GLUT-8, expresso no cérebro, testículos e tecido adiposo 
(Wood et al., 2003). O GLUT-10 é expresso em tecidos sensíveis à insulina e está associado 
a um locus de susceptibilidade para a diabetes mellitus tipo 2 no cromossoma 20 
(Dawson et al., 2001). 
 
1.1.3 Metabolismo da glucose 
 
O fígado e o músculo esquelético são os principais órgãos reguladores do 
metabolismo glicídico em condições fisiológicas. Para além do fígado, também o rim é 
capaz de libertar glucose para utilização por outros tecidos, embora a sua contribuição 
seja diminuta. Enquanto que tanto o fígado como o rim podem sintetizar glucose de novo 
(gluconeogénese) a partir de substratos gluconeogénicos tais como o lactato, piruvato, 
glicerol e alguns aminoácidos, apenas o fígado produz significativamente glucose 
através da degradação de glicogénio (glicogenólise). Durante um jejum prolongado, a 
gluconeogénese renal aumenta substancialmente devido a alterações hormonais, 
podendo mesmo chegar a contribuir com 45 % da produção total de glucose (Owen et 
al., 1969). Todas estas vias metabólicas são finamente reguladas pelo estado nutricional, 
factores humorais, sistema nervoso autónomo e pela actividade física. 
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1.1.3.1 Metabolismo hepático da glucose 
 
A quantidade de glucose captada pelos hepatócitos depende directamente da 
concentração de glucose na veia porta e do gradiente de glucose através da 
membrana dos hepatócitos (Wals et al., 1993). Após a transferência de glucose para os 
hepatócitos pelos GLUT-2, forma-se glucose-6-fosfato (G6-P) numa reacção catalisada 
pelo enzima glucocinase (Gould et al., 1991). A G6-P é então oxidada para produzir 5´-
trifosfato de adenosina (ATP) ou convertida em glucose difosfato de uridina 
(UDP-glucose), o percursor que doa um grupo glicosil à cadeia de glicogénio (Pickup, 
2003). A glucose também activa o enzima sintase do glicogénio (Stalmans et al., 1974) 
não sendo, no entanto, o principal estímulo para a síntese hepática de glicogénio 
(glicogénese), uma vez que se verificou que esta só ocorre na presença conjunta de 
glucose e de insulina (Plas et al., 1982). O controlo do metabolismo hepático do 
glicogénio pela insulina parece envolver a regulação do sintase do glicogénio através da 
actividade de tirosina cinase do receptor da insulina (Radziuk, 1991).  
Durante a transição do estado pós-prandial para o estado de jejum, os níveis de 
glucose plasmática são mantidos por um aumento progressivo da produção de glucose 
hepática, à medida que o aporte de nutrientes do intestino começa a diminuir. Após um 
período nocturno de jejum, cerca de 75 % da produção de glucose hepática provém da 
glicogenólise, sendo a restante derivada da síntese de novo de glucose (Wahren et al., 
1972). Ao fim deste período as reservas hepáticas de glicogénio diminuem rapidamente. 
A degradação do glicogénio é primariamente mediada pelo enzima fosforilase do 
glicogénio que, por sua vez, é estimulado pela glucagina e catecolaminas. Estas 
hormonas estimulam o enzima adenilato ciclase, aumentando os níveis de 3´,5´-
monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e activando o proteína cinase dependente do 
AMPc (PKA), que inibe o sintase do glicogénio e activa o fosforilase do glicogénio por 
fosforilação, actuando no sentido da promoção da glicogenólise (Sutherland et al., 1955). 
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As catecolaminas também conduzem a um aumento de cálcio (Ca2+) intracelular, o que 
contribui para a potenciação da glicogenólise hepática uma vez que o Ca2+ promove a 
fosforilação do sintase do glicogénio, e sua subsequente inactivação, via cinase 
dependente da calmodulina (Putkey et al., 1986). 
A glucagina é a principal hormona responsável pela produção de glucose hepática 
através da glicogenólise (Surmely et al., 1999). Quando se inibe experimentalmente a 
secreção de glucagina por infusão de somatostatina conjuntamente com insulina, de 
forma a manter os níveis de insulina constantes, a produção hepática de glucose diminui 
em cerca de dois terços embora a gluconeogénese se mantenha inalterada 
(Cherrington et al., 1987). Observou-se ainda que um aumento mantido dos níveis de 
glucagina aumenta inicialmente a glicogenólise, levando posteriormente a um estímulo 
progressivo da gluconeogénese, resultando num padrão bifásico de produção de 
glucose hepática: pico inicial seguido de uma estabilização em valores acima dos 
valores basais (Cherrington et al., 1987).  
Em situações de jejum, o fígado recebe lactato, piruvato, aminoácidos e glicerol dos 
tecidos periféricos, tendo a capacidade de converter estes percursores em glucose para 
redistribuir. O lactato é produzido no músculo, eritrócitos e medula renal como produto 
final da glicólise anaeróbia, sendo que o músculo esquelético é responsável por cerca de 
40 % da produção de lactato em jejum (Consoli et al., 1992). Os eritrócitos fornecem uma 
quantidade relativamente constante, mas limitada, de lactato para a gluconeogénese 
(Cherrington et al., 1987). 
 A capacidade gluconeogénica do glicerol é limitada porque na lipólise os ácidos 
gordos livres (AGL) são libertados conjuntamente com o glicerol na razão de 3:1, sendo 
que estes compostos são tóxicos em concentrações elevadas. Assim, o glicerol contribui 
com 10-15 % da glucose produzida após um jejum nocturno, e mesmo em situações de 
jejum prolongado a sua contribuição para a gluconeogénese é de apenas um terço. Os 
AGL são utilizados como substrato energético por determinados tecidos com 
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capacidade de os oxidar, o que poupa glucose, e induz a produção de corpos 
cetónicos que podem também ser utilizados como substrato energético.  
A utilização de aminoácidos para a síntese de novo de glucose é o último recurso a 
que o organismo recorre em situações de jejum prolongado, uma vez que implica a 
degradação de proteínas. A alanina e a glutamina são os aminoácidos mais relevantes 
na gluconeogénese durante o jejum prolongado (Hue, 1987). 
 
1.1.3.2 Metabolismo extra-hepático da glucose 
 
No estado basal, a utilização de glucose pelos tecidos é igual à produção endógena 
de glucose (1.8-2.2 mg/kg/min) (Ferrannini et al., 1989). Os tecidos não dependentes da 
insulina são responsáveis por cerca de 70 % da utilização basal de glucose. Todos os 
órgãos e tecidos utilizam glucose como substrato energético, ora de forma facultativa 
ora imperativa. Utilizadores obrigatórios, tais como o sistema nervoso central e periférico, 
os eritrócitos, a mucosa intestinal e a medula renal normalmente não podem utilizar 
substratos alternativos quando a glucose não está disponível. No entanto, após um 
período de restrição alimentar o cérebro sofre uma adaptação metabólica que lhe 
permite utilizar corpos cetónicos para substituir até 50 % das suas necessidades habituais 
de glucose (Owen et al., 1969). Durante este período a concentração plasmática de 
corpos cetónicos aumenta drasticamente, uma vez que são mobilizados AGL do tecido 
adiposo para serem convertidos em corpos cetónicos no fígado. 
Os utilizadores facultativos de glucose, tal como o tecido muscular, utilizam glucose 
como primeira opção de substrato energético, mudando para a utilização de AGL 
quando a disponibilidade de glucose diminui. A alternância entre os dois tipos de 
metabolismo é controlada por factores humorais e neuronais. 
No músculo esquelético, uma pequena fracção da glucose que entra nas células 
entra na glicólise para ser oxidada, enquanto que a maior parte é armazenada sob a 
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forma de glicogénio. Esta reserva muscular de glicogénio está assim disponível como 
suporte oxidativo para esforço muscular de curta duração. O controlo da glicogénese e 
glicogenólise no músculo esquelético apresenta muitas semelhanças ao que já foi 
descrito para o fígado, com algumas diferenças notáveis no que diz respeito à regulação 
hormonal. No músculo esquelético a regulação da actividade dos enzimas do 
metabolismo do glicogénio está quase na totalidade sob o controlo da insulina, uma vez 
que não se observa acção da glucagina neste tecido (Dunphy et al., 1998).  
As catecolaminas, por seu lado, estimulam a glicogenólise no músculo levando a um 
aumento dos níveis de glucose-6-fosfato intracelular, a uma inibição do hexocinase e 
consequente diminuição da captação de glucose por diminuição do gradiente de 
concentração (Lee et al., 1997). Ao mesmo tempo estimulam a glicólise, o que leva a 
uma aumento do lactato plasmático e aumento da disponibilidade de substrato 
gluconeogénico para o fígado. Está ainda descrito que a noradrenalina inibe a 
captação de glucose dependente da insulina no músculo esquelético e tecido adiposo 
através da estimulação de receptores adrenérgicos β2 (Smith et al., 1984; Lager et al., 
1986) tendo sido proposto que a activação destes receptores diminui a ligação da 
insulina ao seu receptor (Lonnroth et al., 1983), inibe a translocação dos transportadores 
de glucose para a membrana (Smith et al., 1984) e reduz a actividade intrínseca dos 
transportadores (Kashiwagi et al., 1983).  
No tecido adiposo a insulina estimula o transporte de glucose para os adipócitos de 
uma forma semelhante à descrita para o músculo. Após entrada no adipócito, a glucose 
é metabolizada em α-glicerofosfato que é utilizado na esterificação dos AGL, permitindo 
o seu armazenamento como TG. Após lipólise, o glicerol libertado dos TG pode ser 
também utilizado como substrato gluconeogénico pelo fígado. 
No rim, a glucose é rapidamente filtrada no glomérulo para ser eficientemente 
reabsorvida nos túbulos renais. Se a taxa de filtração glomerular estiver dentro dos valores 
fisiológicos (120 ml/min), só haverá perda de glucose na urina se a concentração 
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plasmática de glucose ultrapassar os 180 mg/dl (limiar renal de reabsorção para a 
glucose). 
 
1.2 REGULAÇÃO DO METABOLISMO DA GLUCOSE 
 
O metabolismo dos glícidos é regulado por diversos factores, nomeadamente, pela 
concentração plasmática da glucose, por várias hormonas e também pelo sistema 
nervoso autónomo. A insulina, a principal hormona anabólica, baixa os níveis de glucose 
plasmática, tanto através da supressão da glicogenólise e gluconeogénese hepática 
como através da estimulação da captação de glucose pelos tecidos periféricos, 
nomeadamente o músculo esquelético e tecido adiposo. As acções da insulina são 
contrariadas pelas hormonas chamadas “contra-reguladoras” cuja libertação é 
estimulada em condições em que é necessária a mobilização imediata de glucose. A 
glucagina é a principal hormona responsável pela libertação de glucose pelo fígado. 
Para além da regulação hormonal e neuronal existe um outro factor que condiciona a 
captação de glucose, nomeadamente a sua concentração plasmática. Está descrito 
que mesmo na ausência de insulina, a captação de glucose continua a ocorrer em 
todos os tecidos, embora a velocidades mais baixas, devido a uma menor eficiência do 
sistema de transporte. A título de exemplo, está descrito que no fígado ocorre captação 
de glucose independente da insulina, desde que a concentração de glucose seja 
superior a 150 mg/dl (Sweet et al., 1996). Está descrito ainda que o próprio músculo 
esquelético mantém em 70 % a captação de glucose na ausência de insulina, tendo-se 
observado em humanos, no estado pós-absortivo, que uma hipoinsulinémia aguda 
induzida pela infusão de somatostatina levou a uma diminuição de apenas 30 % na 
captação de glucose pelo músculo esquelético (Bonadonna et al., 1993). Estes resultados 
sugerem a existência de outros factores, para além da insulina, que modulam a 
captação de glucose pelos tecidos, tendo sido propostos vários mecanismos hipotéticos 
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nomeadamente o gradiente de glucose entre o interstício e o citoplasma (Bonadonna et 
al., 1993), ou mesmo factores humorais com propriedades insulino-miméticas (Lautt, 1980; 
Petersen et al., 1994).   
 
1.2.1 Regulação Hormonal 
 
1.2.1.1 Insulina: perspectiva histórica, síntese e acção  
 
A descoberta da insulina é atribuída a Frederick Banting e Charles Best que 
demonstraram, no Verão de 1921, a acção terapêutica de um princípio activo, extraído 
do pâncreas, sobre cães diabéticos. A descoberta da insulina e o início do seu uso na 
terapêutica da diabetes é um dos marcos da medicina do século XX. Mais de 80 anos 
passaram desde que se injectou pela primeira vez insulina no jovem diabético Leonard 
Thomson, internado num hospital de Toronto no Canadá, acontecimento que 
representou uma revolução na terapêutica da diabetes e que abriu as portas a Banting e 
Best para o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1923.  
Falando em particular da diabetes em Portugal, é impossível não referir a Associação 
Protectora do Diabéticos de Portugal (APDP), cujo nome está intimamente ligado à luta 
contra a doença no nosso país. A APDP foi fundada em 13 de Maio de 1926 pelo Dr. 
Ernesto Roma, sendo reconhecida internacionalmente como a mais antiga associação 
de diabetes do mundo (Lisboa, 1975). O Dr. Roma encontrava-se nos Estados Unidos da 
América a realizar um estágio de especialização aquando dos primeiros ensaios clínicos 
em que se administrou insulina a doentes diabéticos e os impressionantes resultados 
obtidos levaram-no a fundar a APDP, originalmente sob o nome de Associação 
Protectora dos Diabéticos Pobres, com o intuito de fornecer insulina gratuita aos 
diabéticos mais necessitados. Ficam para a história as palestras dirigidas pelo Dr. Roma 
aos doentes, em que se focavam temas como a dieta, autovigilância, alimentação e 
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actividade física, revolucionárias no Portugal dos anos 20 especialmente porque eram 
dirigidas aos “diabéticos pobres”. Ernesto Roma foi autor de uma obra incomensurável, 
sendo hoje considerado o fundador do movimento associativo dos diabéticos e, segundo 
Manuel Sá Marques, o pai da Diabetologia Social.  
 
A insulina é a principal hormona na regulação da captação de glucose. A sua síntese 
ocorre no pâncreas endócrino, mais concretamente nos ilhéus pancreáticos ou ilhéus de 
Langerhans que são estruturas ovais, constituídas por células poligonais pequenas, 
altamente vascularizadas e que possuem várias terminações nervosas. Cada ilhéu 
pancreático contém quatro tipos de células produtoras de hormonas: células ` que 
representam cerca de 20 % das células dos ilhéus pancreáticos, secretoras de glucagina; 
células β que representam 70 % das células dos ilhéus pancreáticos, secretoras de 
insulina; células δ que constituem cerca de 5 % das células dos ilhéus, secretoras de 
somatostatina e células PP que constituem cerca de 5 % das células dos ilhéus, secretoras 
do polipéptido pancreático (Pickup, 2003).  
A secreção de hormonas pelos vários tipos de células dos ilhéus pancreáticos ocorre 
através de um mecanismo comum a todas as células em que os grânulos secretores são 
mobilizados para a membrana plasmática, sendo o seu conteúdo libertado 
posteriormente para o espaço extracelular por exocitose (Pickup, 2003).  
A vascularização do centro para a periferia do ilhéu desempenha um papel 
importante na regulação do pâncreas endócrino. No ilhéu de Langerhans, o fluxo de 
sangue é centrifugo, iniciando-se no centro do ilhéu, rico em células β, e projectando-se 
para as células α, δ e PP, localizadas na periferia. Este sistema permite a regulação da 
secreção hormonal pelos vários tipos de células que compõem os ilhéus de Langerhans, 
através de efeitos autócrinos, parácrinos e endócrinos dos seus produtos secretados, 
como por exemplo, a insulina secretada na região central do ilhéu é transportada pela 
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corrente sanguínea para a periferia onde inibe a libertação de glucagina pelas células α 
(Pickup, 2003). 
 
A insulina é uma pequena proteína constituída por 51 aminoácidos e massa molecular 
de 5,5 kDa. A sua biossíntese ocorre nos ribossomas das células β, sendo precedida da 
formação da proinsulina que é constituída pela cadeia A, que possui 21 aminoácidos 
ligados por uma ponte persulfureto intrapeptídica ligando os 6º e 11º aminoácidos; a 
cadeia B, que possui 30 aminoácidos e está ligada à cadeia A por duas pontes 
persulfureto entre as posições B1 e A1 e B19 e A20, e pela cadeia C que é um péptido de 
ligação intercalado entre as cadeias A e B (Pickup, 2003). A insulina resulta da clivagem 
enzimática da proinsulina, sendo constituída pelas cadeias A e B ligadas pelas respectivas 
pontes persulfureto. Após a sua síntese, a insulina é armazenada nos grânulos secretores 
da célula β sob a forma de complexo hexamérico cristalino com 2 átomos de zinco por 
hexâmero (Barg et al., 2004), podendo ser armazenada durante vários dias. Quando a 
secreção da hormona é estimulada ocorre dissolução do cristal com subsequente 
libertação da insulina, sob a forma monomérica, para a corrente sanguínea, onde se 
encontra numa concentração basal de cerca de 10µU/ml. Após uma refeição normal, 
estes valores aumentam até cerca de 100µU/ml, o que ocorre 8-10 minutos após a 
ingestão dos alimentos, sendo os valores basais retomados cerca de 90 a 120 minutos 
depois (Leong, 2001). 
Em resposta a elevados níveis de glucose, a insulina é prontamente libertada dos ilhéus 
pancreáticos. Com excepção da fracção que se combina com os receptores nas células 
alvo, a insulina é degradada no fígado e rim. Os mecanismos fisiológicos que regulam a 
secreção da insulina estão representados na figura 1.1. 
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Figura 1.1: Regulação da secreção da insulina. A glucose atravessa a membrana plasmática da 
célula β do pâncreas através de transportadores específicos, os GLUT-2, enquanto que os 
aminoácidos utilizam transportadores de aminoácidos (TAA). Estes nutrientes estimulam a secreção 
da insulina promovendo um aumento nos níveis intracelulares de cálcio ([Ca2+]i), por encerramento 
dos canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP) e à abertura de canais de Ca2+ dependentes da voltagem 
do tipo L. O aumento do Ca2+ intracelular activa o cinase dependente do cálcio/calmodulina II 
(CaMKII) que inicia uma cascata de fosforilação de proteínas que conduzem à secreção da 
insulina. Os agonistas de receptores que activam o adenilato ciclase, tais como a glucagina e o 
glucagon-like peptide (GLP-1) potenciam a secreção de insulina através da activação do proteína 
cinase A (PKA) induzida pela produção de 3´,5´-monofosfato de adenosina cíclico (AMPc). A PKA 
fosforila os canais de Ca2+ dependentes da voltagem conduzindo a um aumento do influxo de iões 
para o citoplasma. Agonistas de receptores acoplados à fosfolipase C (PLC), tais como a 
acetilcolina (ACh) e a colecistocinina (CCK), podem activar a CaMKII através da mobilização das 
reservas de Ca2+ intracelular mediada pelo 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3), activando 
simultaneamente isoformas do proteína cinase C (PKC) através da formação de diacilglicerol 
(DAG). Adaptado de (Pickup, 2003) .   
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A glucose é o estímulo mais eficaz para a libertação de insulina, entrando nas células β 
por difusão passiva, através do transportador GLUT-2. Uma vez que este possui um 
elevado Km, esta proteína transporta mais eficazmente a glucose durante o estado de 
hiperglicémia do que em hipoglicémia. Após a entrada de glucose nas células β esta é 
fosforilada pelo enzima glucocinase, originando G6-P que é metabolizada para gerar 
ATP. O ATP formado liga-se a canais de K+-sensíveis ao ATP (KATP), levando ao seu 
encerramento, à despolarização da célula β e subsequente entrada de Ca2+ no 
citoplasma através de canais de Ca2+ dependentes da voltagem do tipo L. A insulina é 
libertada, conjuntamente com o péptido C, por exocitose induzida pelo Ca2+ através da 
activação do cinase dependente da calmodulina II (CaMKII) (Jones et al., 1998).  
Para além da glucose existem outros iniciadores da secreção de insulina que actuam 
na ausência de glucose, nomeadamente os aminoácidos leucina, arginina e lisina 
(Wollheim et al., 1981). A leucina entra na célula β através de um transportador 
independente de Na+ sendo depois metabolizada em ATP, o que leva a uma alteração 
da permeabilidade da membrana celular ao potássio e a uma despolarização 
semelhante, embora de magnitude inferior, ao mecanismo supra-descrito para a glucose 
(Henquin et al., 1986). Os aminoácidos com carga iónica, arginina e lisina, atravessam a 
membrana plasmática através de um transportador de catiões e despolarizam 
directamente a célula β por acumulação de cargas positivas no citoplasma, levando à 
abertura dos canais de Ca2+ dependentes da voltagem e subsequente influxo de Ca2+ 
(Wollheim et al., 1981). 
A resposta secretora da célula β à glucose pode ainda ser potenciada por outros 
agentes insulinotrópicos, nomeadamente a glucagina, glucagon-like peptide (GLP-1), 
colecistocinina (CCK) e acetilcolina (ACh). Enquanto que a glucagina e GLP-1 
potenciam a secreção de insulina por activação do proteína cinase dependente do 
AMPc (PKA), através da via do adenilato ciclase, a CCK e ACh actuam através da via do 
  
 
 
 
- 15 - 
fosfolipase C (PLC)/ 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3)/ diacilglicerol (DAG), tal como 
representado na figura 1.1. 
Os agentes que activam o AC levam a um aumento dos níveis intracelulares de AMPc 
e à activação do PKA que sensibiliza a maquinaria secretora da célula β através da 
fosforilação de proteínas intracelulares. Nomeadamente, o PKA fosforila os canais de 
Ca2+ dependentes da voltagem do tipo L existentes na membrana plasmática da célula 
β, levando a um aumento da amplitude da corrente de Ca2+ e a maior influxo de iões 
para o citoplasma (Leiser et al., 1996; Gao et al., 2002) Estes potenciadores são ineficazes 
a concentrações de glucose sub-estimulatórias, sendo por isso designados de 
secretagogos da insulina dependentes da glucose (Doyle et al., 2003). 
Já os secretagogos da insulina que conduzem à formação de IP3 e DAG actuam 
através da mobilização das reservas intracelulares de cálcio levando a um aumento do 
Ca2+ citoplasmático e estimulando directamente a secreção de insulina (Wollheim et al., 
1981). O DAG, por sua vez activa o proteína cinase C (PKC) que parece também 
desempenhar um papel na secreção da insulina pela célula β (Persaud et al., 1993).  
Tal como muitas outras hormonas, a insulina é libertada sob a forma de pulsos de alta-
frequência (pulsos de 5 a 10 min), o que resulta em concentrações oscilatórias desta 
hormona no sangue periférico no estado de jejum (Bergsten, 2000; Schmitz et al., 2002). 
Este padrão oscilatório parece ser importante no controlo da secreção da insulina e 
também na sua acção, uma vez que se observou que a administração pulsátil exerce um 
efeito hipoglicemiante superior à administração contínua da mesma dose de insulina 
(Paolisso et al., 1988; Reid et al., 2004). Está descrito que na diabetes tipo 2 as oscilações 
na insulina plasmática basal são muito mais irregulares do que nos indivíduos saudáveis, 
tendo sido proposto que a ausência de um padrão de pulsatilidade leva à down-
regulation dos receptores de insulina e à intolerância à glucose que caracteriza a 
doença (Lang et al., 1982). Para além deste padrão pulsátil basal, após uma refeição a 
insulina é libertada de acordo com um padrão bifásico, que consiste numa fase inicial 
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aguda que dura cerca de 10 min seguida de uma segunda fase de libertação que 
persiste durante todo o estímulo hiperglicémico (Rorsman et al., 2003). 
Os tecidos alvo clássicos da insulina são o fígado, músculo e tecido adiposo. Esta 
hormona exerce os seus efeitos biológicos ligando-se a um receptor da membrana 
plasmática da célula alvo. O receptor da insulina é um tetrâmero glicosilado constituído 
por duas cadeias α extracelulares onde a molécula de insulina se liga e por duas cadeias 
β transmembranares que têm actividade de tirosina cinase (Pickup, 2003). A figura 1.2 
representa as vias de transdução de sinal do receptor da insulina. 
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Figura 1.2: Via de transdução de sinal do receptor da insulina. A activação do receptor da 
insulina resulta na fosforilação dos resíduos de tirosina dos substratos para o receptor da insulina (IRS 
1 a 4). Os IRS fosforilados ligam-se e activam vários mediadores intracelulares, nomeadamente o 
cinase do 3- fosfatidil-inositol (PI3K), o proteína tirosina fosfatase SHP2 (tirosina fosfatase com 
domínios Src-2), ou o complexo Grb2 (proteína associada ao receptor para o factor de crescimento 
2)/SOS (son of sevenless). Este último regula a activação da proteína Ras que, por sua vez, activa a 
via das MAPK, levando a um aumento da actividade transcripcional e ao crescimento celular. A 
activação da PI3K pelos IRS resulta na fosforilação do cinase dependente dos fosfolípidos (PDK) que 
activa o proteína cinase B ou Akt que promove a translocação dos transportadores de glucose 
GLUT-4 para a membrana plasmática em concertação com as isoformas atípicas do proteína 
cinase C (aPKC). Foi recentemente descrita uma segunda via de sinalização que conduz à 
translocação de GLUT-4 para a membrana e que envolve a fosforilação de resíduos de tirosina da 
proteína Cbl, através de uma proteína adaptadora intermediária designada por APS. A Cbl 
fosforilada interage com a proteína CAP que promove a ancoragem do complexo Cbl/CAP em 
microdomínios da membrana plasmática designados por lipid rafts. A este complexo ligam-se a 
proteína adaptadora Crk2 e o factor de troca de nucleótidos de guanina C3G. O recrutamento do 
C3G resulta na activação da proteína G, TC10, que induz os rearranjos necessários no citoesqueleto 
para facilitar a translocação dos GLUT-4. Adaptado de (Saltiel et al., 2001).  
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Quando a insulina se liga ao receptor promove autofosforilação de pelo menos sete 
resíduos de tirosina da cadeia β, que por sua vez iniciam uma cascata de fosforilações de 
proteínas intracelulares especificamente associadas à subunidade β do receptor, os 
substratos para o receptor de insulina (IRS), dos quais se conhecem 4 isoformas (IRS-1 a 4) 
(Pickup, 2003). Os IRS fosforilados interagem com proteínas que possuam o domínio 2 de 
homologia com a oncoproteína Src (Src-2), tais como a proteína son of sevenless (SOS) e 
o fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K), promovendo assim várias respostas biológicas. A 
activação da proteína SOS conduz directamente à estimulação da via da proteína Ras/ 
proteína cinase activada por mitogénios (MAPK) que vai aumentar a actividade 
transcricional (Pickup, 2003). 
A activação da via da PI3K está directamente envolvida na translocação das vesículas 
que contém GLUT-4 do citosol para a membrana plasmática sendo, por isso, uma das 
mais bem estudadas. Este enzima é activado quando os seus domínios Src-2 são 
ocupados pelos resíduos de fosfotirosina do IRS-1 ou IRS-2, gerando vários produtos 
fosfolípidicos que, por sua vez, vão activar serina/treonina cinases com domínios de 
homologia para a plecstrina (domínios PH), tais como o proteína cinase B (PKB ou AkT) e o 
PKC (Pickup, 2003). O PKB e o PKC são responsáveis pela translocação dos GLUT-4, 
conduzindo assim à entrada de glucose nas células onde esta é armazenada sob a 
forma de glicogénio ou utilizada como substrato energético na síntese de proteínas ou 
ácidos gordos. Estes cinases estimulam também a síntese proteica, a síntese de 
glicogénio e a proliferação celular mediadas pela insulina em diversos tecidos (Alessi et 
al., 1998). 
Recentemente foi descrita uma nova via de sinalização através da qual a insulina 
promove a translocação dos GLUT-4 (Baumann et al., 2000). Esta via envolve a 
fosforilação de resíduos de tirosina da proteína Cbl em resposta à ligação da insulina ao 
seu receptor. As proteínas Cbl são fosforiladas e recrutadas com o auxílio de uma 
proteína adaptadora intermediária designada por proteína APS (proteína adaptadora 
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com domínios de homologia com a plecstrina e domínios Src-2) que funciona como local 
de ancoragem para a Cbl. Uma outra proteína adaptadora, designada por CAP 
(proteína adaptadora associada à Cbl), interage com zonas especializadas da 
membrana plasmáticas designadas por lipid rafts e, em conjunto com a proteína Cbl e 
outros mediadores proteicos, nomeadamente a proteína G (proteína com locais de 
ligação para o GTP) TC10, estimula directamente a translocação dos transportadores de 
glucose para a membrana, através de uma via de sinalização independente da PI3K 
(Saltiel et al., 2001; Gupte et al., 2006). Está descrito que a fosforilação da Cbl mediada 
pela insulina e a activação da TC10 estão diminuídas nos adipócitos e cardiomiócitos de 
animais obesos (Gupte et al., 2006).  
 
1.2.1.2 Outras hormonas  
 
Para além da insulina, várias outras hormonas, péptidos e neurotransmissores 
contribuem para a homeostasia da glucose. A glucagina é um péptido de 29 
aminoácidos sintetizado a partir da proglucagina. É uma hormona hiperglicemiante e 
também um potente estimulador da secreção de insulina uma vez que promove o 
aumento dos níveis de AMPc na célula β. Os receptores da glucagina estão associados a 
uma proteína G estimulatória (Gs) que activa a AC, levando à activação do PKA que, 
como já foi anteriormente referido, sensibiliza a capacidade secretora da célula β  aos 
iões cálcio através da fosforilação de proteínas intracelulares (figura 1.1) (Pickup, 2003). 
A libertação da glucagina é induzida pela hipoglicémia e também por determinados 
aminoácidos e pelas hormonas adrenalina, CCK, gastrina e hormona de crescimento 
(Pickup, 2003). A secreção da glucagina é inibida pela hiperglicémia, pelos AGL e 
também pela insulina e somatostatina. A glucagina é um importante activador da 
glicogenólise através da activação do PKA, levando à activação do fosforilase do 
glicogénio (Pickup, 2003). 
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A somatostatina é produzida pelas células δ dos ilhéus pancreáticos, estando também 
presente nas células D do intestino e em terminais nervosos (Pickup, 2003). É um potente 
inibidor da secreção de insulina, glucagina e polipéptido pancreático. A inibição da 
secreção da insulina parece estar associada a uma diminuição na formação de AMPc 
(Sharp, 1996), conjuntamente com a activação de proteínas G que abrem canais de 
potássio levando à hiperpolarização da membrana da célula β e a um decréscimo nos 
níveis de Ca2+ intracelular (Nilsson et al., 1989). A secreção de somatostatina é estimulada 
pela glucose, aminoácidos, AGLs e corpos cetónicos e é inibida pela insulina.  
Existe ainda um grupo de hormonas, designadas no seu conjunto por incretinas que 
constituem o eixo entero-insular. As incretinas actualmente conhecidas são o péptido 
inibitório gástrico (GIP) e o glucagon-like peptide (GLP-1)(Meier et al., 2006). Estas 
hormonas desempenham um importante papel na potenciação da resposta da insulina 
aos nutrientes, sendo secretadas pelos enterócitos em resposta à ingestão de hidratos de 
carbono, proteínas e gorduras.   
 
1.2.2 Regulação neuronal 
 
A relação funcional entre o sistema nervoso e a homeostasia da glucose foi pela 
primeira vez descrita por Claude Bernard, há mais de um século, quando este reputado 
fisiologista observou que a punção do 4º ventrículo induzia diabetes em animais (“piqûre 
diabetique”)(Schwartz et al., 2005). Posteriormente, Langerhans descreveu que os ilhéus β 
são ricamente enervados por fibras nervosas autónomas que desempenham um papel 
importante na modulação da secreção humoral destas células. Trabalhos pioneiros 
realizados por Shimazu et al. evidenciaram também o controlo nervoso do metabolismo 
hepático e a sua importância na regulação da glicémia (Shimazu et al., 1968b). Embora 
a descoberta da insulina em 1921 tenha desviado a atenção da comunidade científica 
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para o controlo humoral da glicémia, em detrimento do controlo neuronal, esta área tem 
sido uma das mais prolíficas em termos de conhecimento de novo nos últimos anos. 
Os ilhéus pancreáticos são enervados por fibras colinérgicas, adrenérgicas e 
peptidérgicas, também designadas por fibras NANC (não-colinérgicas-não-adrenérgicas) 
(Havel et al., 1994). O pâncreas recebe a sua enervação do plexo celíaco, sendo que a 
estimulação parassimpática que ocorre imediatamente antes e durante as refeições 
aumenta a secreção de insulina enquanto que a noradrenalina libertada das 
terminações nervosas simpáticas, bem como as catecolaminas circulantes, actuam 
através de receptores α2 para inibir a secreção de insulina (Havel et al., 1994). O 
aumento do tónus simpático é também um potente estímulo para a secreção de 
glucagina pelas células α do ilhéu.  
O fígado representa um órgão de primeira linha na manutenção da homeostasia da 
glucose, principalmente através da acção do sistema nervoso autónomo. A hipoglicémia 
induz uma resposta autonómica dominada pelo sistema nervoso simpático que induz um 
aumento na produção hepática de glucose de forma a manter a euglicémia. Esta 
resposta é mediada por estimulação simpática directa do fígado e envolve a activação 
do fosforilase do glicogénio e, consequentemente, da glicogenólise (Shimazu et al., 
1968a; Shimazu et al., 1968b). Os nervos parassimpáticos hepáticos desempenham 
também um papel primordial na regulação da glicémia, tendo sido demonstrado 
recentemente que a produção de glucose hepática está significativamente aumentada 
em ratos submetidos a vagotomia hepática selectiva (Matsuhisa et al., 2000). Em 
trabalhos mais antigos já se tinha demonstrado que a desnervação parassimpática 
hepática diminuía a formação de glicogénio no fígado (Mondon et al., 1971) e que a 
estimulação do ramo hepático do vago activava o sintase do glicogénio (Shimazu et al., 
1965). 
Em 1997, na Alemanha, Lautt sugeriu pela primeira vez que os nervos parassimpáticos 
hepáticos controlam a libertação pelo fígado de uma substância que sensibiliza o 
  
 
 
 
- 22 - 
músculo esquelético à acção da insulina, designada por HISS (Lautt, 2004). A hipótese 
que suporta a existência deste factor humoral será discutida mais à frente nesta 
introdução.   
A importância do fígado no arco reflexo neuronal para a regulação da glicémia tem 
sido objecto de estudo exaustivo nas últimas décadas. A acção desta via neuronal é a 
contra-regulação da hipo ou hiperglicémia no sentido de manter a homeostasia da 
glucose, tanto em condições fisiológicas como patológicas. A disponibilidade da glucose 
é detectada por neurónios sensores de glucose no hipotálamo e sistema portal hepático, 
neurónios estes que possuem um mecanismo de detecção da glicémia semelhante ao 
da célula β e desempenham um papel relevante na resposta neuroendócrina às 
alterações na glicémia (Niijima, 1986). Está descrito que a frequência de disparo dos 
nervos aferentes hepáticos é inversamente proporcional à concentração de glucose no 
sangue portal (Niijima, 1981), no entanto o mesmo não se observa com outras hexoses ou 
pentoses (Niijima, 1969). Sakagushi demonstrou em 1988 que a resposta contra-
reguladora do sistema nervoso simpático apresenta uma correlação mais forte com a 
glicémia do sangue portal hepático do que com a glicémia arterial (Sakaguchi et al., 
1988)  
Uma outra área intensamente debatida nas últimas décadas relaciona-se com o 
papel do cérebro na regulação metabólica (Baskin et al., 1999; Obici et al., 2002; 
Gerozissis, 2003; Schwartz et al., 2005). As áreas chave envolvidas no balanço energético 
incluem o hipotálamo e também o núcleo do tracto solitário na medula, onde são 
projectados os neurónios sensoriais dos aferentes vagais que transmitem sinais de 
saciedade tais como a distensão gástrica e o aumento da concentração de glucose na 
veia porta (Oomura et al., 1984). Sabe-se que o hipotálamo se encontra acessível a 
hormonas que funcionam como sinais nutricionais no sistema nervoso central (SNC) e que 
incluem a insulina, leptina, grelina, CCK e GLP-1 (Gerozissis, 2003). Ao contrário do que se 
pensava há algumas décadas atrás, a insulina atravessa a barreira hemato-encefálica, 
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através de transporte mediado pelo receptor da insulina, no hipotálamo mediobasal, 
uma área intimamente envolvida na homeostasia energética (Banks, 2004; Plum et al., 
2005). Os níveis de insulina no cérebro estão directamente relacionados com os níveis de 
insulina circulante, encontrando-se diminuídos durante os períodos de jejum e 
aumentados após uma refeição (Schwartz et al., 1992; Gerozissis et al., 1997). Observou-se 
que cada macronutriente exerce um efeito específico na insulina hipotalâmica, tendo 
sido demonstrado que os níveis cerebrais desta hormona aumentam após uma refeição 
de hidratos de carbono, não são alterados por refeições proteicas e diminuem após uma 
refeição exclusivamente lipídica (Gerozissis et al., 1997; Orosco et al., 2001). 
 Trabalhos recentes sugerem ainda que ocorre biossíntese de insulina no sistema 
nervoso central (Schwartz et al., 1992; Zhao et al., 2001) e que existem receptores de 
insulina expressos no cérebro nos núcleos hipotalâmicos paraventricular e arcuato, bulbo 
olfactivo, plexo coróide, hipocampo, córtex e tronco cerebral (Baskin et al., 1999). Para 
além da regulação da insulina cerebral pelos nutrientes e hormonas circulantes, foi 
também descrito um controlo local da biossíntese de insulina no hipotálamo, mediado 
pela glucose e serotonina (Orosco et al., 2001).  
Foi recentemente proposto por Obici et al. um modelo segundo o qual a insulina 
desempenha no hipotálamo um importante papel na regulação do metabolismo, 
juntamente com a leptina (Obici et al., 2002), que se encontra representado na figura 1.3. 
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Figura 1.3: Modelo da homeostasia de nutrientes proposto por Obici et al. O esquema 
representa as principais fontes de nutrientes: consumo de calorias exógenas, produção de glucose 
hepática e lípidos. Os nutrientes circulantes estimulam a produção de leptina e insulina que, por sua 
vez, activam vias centrais eferentes através dos seus receptores hipotalâmicos e inibem o apetite, a 
produção de glucose hepática e a lipólise. O hipotálamo activa respostas neuronais de retroacção 
negativa no comportamento alimentar e na produção de glucose. Adaptado de (Obici et al., 
2002).  
 
 
Segundo este modelo, o sistema nervoso central processa informação proveniente dos 
níveis de insulina, leptina e nutrientes circulantes, e responde ajustando o apetite, 
modulando o sistema nervoso autónomo e regulando o metabolismo de substratos de 
forma a promover a homeostasia energética (Obici et al., 2002; Schwartz et al., 2005). 
A insulina hipotalâmica desempenha um papel crucial nesta regulação, como o 
demonstram experiências em que se observou que a microinfusão crónica de insulina no 
hipotálamo rostromedial de ratos exerceu efeitos anorexigénicos e induziu uma perda 
ponderal permanente (Nicolaidis, 1981). Mais recentemente constatou-se que a deleção, 
exclusiva no hipotálamo, do gene que codifica o receptor de insulina originou um 
fenótipo de hiperfagia, obesidade, resistência à insulina e intolerância à glucose (Bruning 
et al., 2000). Embora os mecanismos moleculares da acção da insulina no hipotálamo 
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não sejam ainda totalmente conhecidos, várias hipóteses têm sido sugeridas. Foi 
recentemente proposto que a insulina modula a produção hepática de glucose através 
da activação de canais KATP no hipotálamo, uma vez que a abertura de canais KATP com 
diazóxido administrado por via intracerebroventricular induziu uma redução na produção 
de glucose hepática (Pocai et al., 2005). Minokoshi et al. propuseram ainda um hipotético 
mecanismo através do qual a insulina e a leptina regulam o apetite através da sua 
acção nos neurónios hipotalâmicos, e que consiste na inibição do proteína cinase 
activado pelo AMP (AMPK), um sensor metabólico que responde à diminuição dos níveis 
intracelulares de ATP (Minokoshi et al., 2004).  
 
1.2.3 Exercício físico 
 
A contracção muscular e o exercício físico prolongado aumentam a sensibilidade à 
insulina no músculo esquelético (Borghouts et al., 2000), tendo sido proposto que existem 
pelo menos 2 vias de sinalização distintas que estimulam a captação de glucose neste 
órgão. Uma das vias é estimulada pela insulina ou pelo IGF-1 (insulin-like growth factor) e 
requer a activação do enzima PI3K, ou da via da proteína Cbl, para activação do 
transporte de glucose (Cheatham et al., 1994; Saltiel et al., 2001). A outra via de 
sinalização é normalmente designada por via da contracção ou da hipóxia e é 
independente da activação da PI3K e da presença de insulina (Lund et al., 1995; Wright 
et al., 2005). A captação de glucose induzida pela contracção poderá ser mediada pela 
produção de monóxido de azoto (NO) no músculo esquelético (Bradley et al., 1999)  e/ou 
pela via do proteína cinase activada pelo AMP (AMPK), que será discutida mais à frente 
neste capítulo (Hutber et al., 1997).  
Estudos realizados por diferentes grupos demonstraram que o NO modula a captação 
de glucose pelo músculo esquelético (Balon et al., 1997; Young et al., 1997b). 
Efectivamente, duas das isoformas do sintase do monóxido de azoto (NOS) são expressas 
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no músculo esquelético, o NOS endotelial (eNOS) e o NOS neuronal (nNOS) (Kobzik et al., 
1994). O nNOS está localizado na região sub-sarcolemal e na junção neuromuscular do 
(Kusner et al., 1996), enquanto que o eNOS se encontra uniformemente distribuído nas 
fibras musculares, bem como no endotélio dos vasos (Kobzik et al., 1995).  
Sabe-se que o exercício físico activa o NOS em músculos gastrocnémios (Roberts et al., 
1999) e que a estimulação eléctrica usada para gerar actividade contráctil leva a um 
aumento da produção de NO em células de músculo esquelético em cultura (Balon et 
al., 1994). Observou-se que a administração exógena de um dador de NO estimula a 
captação de glucose em culturas primárias de músculo esquelético (Balon et al., 1997; 
Young et al., 1997b), por aumento da expressão dos transportadores GLUT-4 na 
membrana plasmática (Etgen et al., 1997b), e que o exercício físico também induz um 
aumento da expressão de GLUT-4 no sarcolema (Etgen et al., 1997a; Roberts et al., 1997). 
Constatou-se ainda que a inibição farmacológica do NOS bloqueia o aumento da 
captação de glucose induzida pelo exercício físico (Roberts et al., 1997). Em função 
destes resultados foi proposta a hipótese de que o NO é necessário para promover a 
captação de glucose no músculo esquelético, através de um mecanismo independente 
da acção da insulina (Balon et al., 1997; Young et al., 1997b).  
Foi também proposto que o aumento da captação de glucose que se observa após o 
exercício físico se deve exclusivamente a factores hemodinâmicos, uma vez que o 
exercício agudo aumenta o fluxo sanguíneo total (Hudlicka et al., 1985) e o recrutamento 
de capilares (Honig et al., 1982), promovendo um maior aporte de glucose ao músculo e 
facilitando a sua captação por aumento da disponibilidade de substrato (Grubb et al., 
1977). No entanto esta hipótese é contrariada por estudos em que não se observaram 
alterações na capilarização após o exercício físico (Ebeling et al., 1993) e também por 
estudos com preparações de músculos de animais submetidos a exercício crónico em 
que a captação de glucose está aumentada in vitro, portanto sem a influência de 
factores hemodinâmicos (Etgen et al., 1997a). 
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1.3 FISIOPATOLOGIA DA RESISTÊNCIA À INSULINA 
 
A resistência à insulina define-se como uma situação em que ocorre uma resposta 
biológica insuficiente à insulina endógena ou exógena. Numa situação de resistência à 
insulina surge uma hiperinsulinémia compensatória que depende da capacidade 
adaptativa da célula β do pâncreas, e que procura manter a homeostasia da glicémia. 
Quando ocorre exaustão ou falência da célula β surge a hiperglicémia e a diabetes 
mellitus.  
O estudo da resistência à insulina é uma área em franca expansão, uma vez que 
muitas das suas características etiopatogénicas permanecem por esclarecer. Tal facto 
justifica o propósito deste trabalho que procura elucidar alguns dos mecanismos 
fisiopatológicos que lhe estão subjacentes. Neste capítulo pretende-se abordar algumas 
das hipóteses explicativas para a etiologia da resistência à insulina.  
 
1.3.1 Factores genéticos 
 
Vários estudos epidemiológicos demonstraram que existe uma componente familiar na 
síndrome metabólica, sugerindo a existência de factores genéticos a condicionar os 
efeitos ambientais no surgimento das manifestações da resistência à insulina (Kahn, 1994; 
Hanis et al., 1996; Elbein et al., 1999; An et al., 2005). A fim de identificar os genes 
envolvidos na resistência à insulina, procuraram-se inicialmente os candidatos na via de 
sinalização intracelular iniciada pela ligação da insulina ao seu receptor membranar. 
Assim, foi proposto que mutações nos genes que codificam para o receptor da 
insulina, substratos do receptor da insulina (IRS-1 e IRS-2) (Withers et al., 1998), o enzima 
PI3K (Shepherd et al., 1998), o enzima glucocinase (Fajans et al., 2001) e os transportadores 
de glucose GLUT-4 (O'Rahilly et al., 1992; Pontiroli et al., 1996), poderiam estar envolvidos 
na etiopatogenia da resistência à insulina (ver figura 1.2). 
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Estudos em animais transgénicos demonstraram que mutações silenciadoras dos 
genes do receptor da insulina, IRS-1 e IRS-2 causam resistência à insulina, com um 
fenótipo semelhante ao que ocorre na espécie humana (Kahn et al., 2000). Mais ainda, 
observou-se que a delecção selectiva do gene do receptor da insulina em tecidos 
específicos conduziu a diferentes fenótipos de acordo com o tecido em que o receptor 
da insulina foi deletado. Assim, knock-outs condicionais do receptor da insulina no fígado 
(Michael et al., 2000) ou no cérebro (Bruning et al., 2000) mostraram intolerância à 
glucose e resistência à insulina, enquanto que a deleção selectiva do receptor da 
insulina no músculo esquelético (Bruning et al., 1998) ou tecido adiposo (Bluher et al., 
2003) não foi suficiente para causar hiperglicémia (Lauro et al., 1998). Esta surpreendente 
descoberta aponta assim para o fígado e SNC como os órgãos-chave na regulação da 
sensibilidade à insulina. 
Está descrito também que o gene do PI3K, quando inactivado, manifesta-se por uma 
forma de síndrome de resistência à insulina com um fenótipo sugestivo de acromegália.  
Embora tenham sido já identificados vários genes associados à resistência à insulina, a 
sua etiologia é geralmente poligénica, não sendo normalmente possível explicar o 
fenótipo com um defeito genético único. Uma das hipóteses mais interessantes que tenta 
abordar a questão da etiologia poligénica da resistência à insulina é conhecida como 
hipótese dos “thrifty genes” ou genes de poupança (Neel, 1962). Segundo esta teoria, a 
espécie humana adaptou-se ao longo de milhares de anos a situações de escassez 
nutricional, desenvolvendo mecanismos de defesa favorecedores do armazenamento 
energético em detrimento do gasto de energia. Assim, foram seleccionados 
naturalmente os indivíduos com um genótipo dito de poupança, que assegurassem um 
eficiente armazenamento de reservas para fazer face aos períodos de jejum prolongado. 
Com o desenvolvimento das sociedades e consequente alteração dos estilos de vida, 
esta vantagem selectiva perdeu-se, surgindo nestas populações uma maior 
susceptibilidade para o desenvolvimento da obesidade e da resistência à insulina. 
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Um dos principais candidatos a gene de poupança é o gene PPAR-γ (peroxisome 
proliferator activated receptor-γ) que é expresso em vários tecidos e em várias isoformas, 
sendo a isoforma γ-2 a predominante no tecido adiposo (Staels et al., 2005). Este gene 
codifica um factor de transcrição nuclear, que é activado por ácidos gordos, e que 
estimula a expressão de genes responsáveis pela diferenciação dos adipócitos 
promovendo desta forma o armazenamento de triglicéridos e glucose nos adipócitos. A 
estimulação dos PPARγ altera a transcrição de vários genes que são também sensíveis à 
insulina, nomeadamente o lipoproteína lipase, a proteína transportadora de ácidos 
gordos, glucocinase, fosfoenol-piruvato carboxicinase, e GLUT-4 (Kramer et al., 2001; 
Staels et al., 2005). As mutações com perda de função do gene PPARγ-2 originam uma 
síndrome de lipodistrofia parcial com perda de massa adiposa e resistência à insulina. A 
administração de ligandos sintéticos para o PPARγ promove a diferenciação dos 
adipócitos e a captação de AGL pelo tecido adiposo subcutâneo, por oposição ao 
tecido visceral. Estes ligandos melhoram a sensibilidade à insulina, uma vez que diminuem 
a competição dos AGL para a glucose como substrato energético, facilitando a 
utilização desta última (Staels et al., 2005). Os agonistas dos PPARγ possuem ainda efeitos 
anti-inflamatórios, diminuindo os níveis de citocinas produzidas pelos adipócitos tais como 
o factor de necrose tumoral α (TNF-α) e a resistina, o que aumenta a sensibilidade à 
insulina (Cabrero et al., 2002). 
 
1.3.2 Proteína cinase activada pelo AMP  
 
O proteína cinase activada pelo AMP foi recentemente proposto como sendo um 
sensor de energia que regula o metabolismo celular (Hardie et al., 1998). O AMPK é um 
serina-treonina cinase, de natureza ubiquitária, que é activado pelo AMP em resposta a 
factores de stress ambiental, ou nutricional, que depletam os níveis intracelulares de ATP, 
tais como o jejum, choque térmico, hipóxia, hipoglicémia e exercício prolongado (Long 
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et al., 2006). O resultado da activação do AMPK é a inibição das vias anabólicas, que 
consomem energia, nomeadamente a síntese de ácidos gordos e de esteróides e 
activação de vias catabólicas produtoras de ATP, tais como a β-oxidação (Long et al., 
2006). Assim, sabe-se que o jejum resulta num aumento da actividade do AMPK em várias 
áreas hipotalâmicas enquanto que a ingestão de alimentos inibe a actividade do enzima 
(Minokoshi et al., 2004). A activação do AMPK no hipotálamo está associada a um 
aumento da expressão do RNA mensageiro (RNAm) de péptidos orexigénicos tais como o 
neuropéptido Y e o agouti-related peptide (Minokoshi et al., 2004), conduzindo a um 
aumento do apetite. Por outro lado, as hormonas anorexigénicas, insulina e leptina, e a 
elevação dos níveis plasmáticos de glucose inibem a actividade hipotalâmica do AMPK 
(Minokoshi et al., 2004). Moléculas orexigénicas tais como os canabinóides ou a grelina 
estimulam a actividade hipotalâmica do AMPK (Andersson et al., 2004; Kola et al., 2005). 
Estas observações sugerem que o AMPK hipotalâmico integra a informação proveniente 
de sinais hormonais e dos nutrientes circulantes, coordenando as vias orexigénicas e 
anorexigénicas de forma a regular o apetite, a ingestão de alimentos e o peso corporal. 
Nos tecidos periféricos, o AMPK regula uma panóplia de vias metabólicas com o intuito 
de estimular as vias catabólicas que levam à produção de ATP. Constatou-se que a 
administração de AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamida ribosido), um análogo da 
adenosina que é convertido intracelularmente a AMP conduzindo à activação do AMPK, 
leva a um aumento da captação de glucose pelo músculo esquelético (Hayashi et al., 
1998; Wojtaszewski et al., 2002), bem como a um aumento da oxidação de ácidos gordos 
(Merrill et al., 1997). Para além disto, o AICAR reduz a síntese de triglicéridos e a lipólise nos 
adipócitos o que sugere que a activação do AMPK tem efeitos pleiotrópicos na 
manutenção da homeostasia (Bergeron et al., 2001). As vias de transdução de sinal 
activadas pelo AMPK permanecem em estudo, tendo sido propostos vários mecanismos 
através dos quais o AMPK actua (Long et al., 2006; Xue et al., 2006). Particularmente 
relevante é a observação de que o AMPK tem capacidade de fosforilar o eNOS, e assim 
  
 
 
 
- 31 - 
regular a sua actividade através de uma modificação covalente (Chen et al., 1999). 
Vários grupos têm reportado que a activação do AMPK no músculo esquelético pode 
estar relacionada com o aumento da captação de glucose dependente do NO, 
induzida pelo exercício físico (Hutber et al., 1997; Musi et al., 2003; Nielsen et al., 2003), no 
entanto o mecanismo permanece por esclarecer. É importante realçar que, apesar de 
algumas das acções do AMPK surgirem indubitavelmente associadas à produção de NO, 
outras parecem ser totalmente independentes da sua síntese. Shearer et al. publicaram 
recentemente um trabalho em que demonstram que o AMPK conduz a um aumento da 
captação de glucose no músculo esquelético que é dependente da integridade da via 
do NO, enquanto que a captação de ácidos gordos induzida pela activação do AMPK 
neste tecido não depende da activação do NOS (Shearer et al., 2004). Outros 
mecanismos têm sido propostos para o papel do AMPK na potenciação da acção da 
insulina. Recentemente Burcelin et al. sugeriram a existência de um sensor hepatoportal 
de glucose, cuja activação conduz a um reflexo neuronal que leva a um aumento da 
captação de glucose no músculo esquelético, miocárdio e tecido adiposo castanho, 
independentemente da acção da insulina, e que requer a activação do AMPK (Burcelin 
et al., 2003).  
Pelo seu papel preponderante na homeostasia da glucose e pela sua acção em 
tecidos alvo da insulina como o músculo esquelético, tecido adiposo e fígado (figura 1.4), 
alterações na via de sinalização do AMPK têm sido propostas como possível mecanismo 
etiopatogénico da resistência à insulina (Viollet et al., 2003).  
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Figura 1.4: Papel do proteína cinase activada pelo AMP (AMPK) na regulação da homeostasia 
da glucose. A activação do AMPK despoleta processos que conduzem à formação de ATP. No 
músculo esquelético, a activação aguda do AMPK promove a captação de glucose e de ácidos 
gordos (AG) bem como a oxidação destes últimos. No fígado, a activação do AMPK inibe a 
gluconeogénese e a glicogenólise bem como a lipogénese, enquanto que a oxidação de lípidos 
aumenta. A lipólise e a lipogénese diminuem no tecido adiposo após a estimulação do AMPK. Em 
conjunto, a activação do AMPK nos vários órgãos resulta numa diminuição da glicémia, redução 
dos AG circulantes, redução da acumulação ectópica de gordura e aumento da sensibilidade à 
insulina. A activação do AMPK pancreático está associada a uma diminuição da produção de 
insulina. No sistema nervoso central, a activação do AMPK hipotalâmico aumenta o apetite e 
potencia a resposta das hormonas contra-reguladoras. Adaptado de (Long et al., 2006; Xue et al., 
2006)  
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1.3.3 Stress oxidativo 
 
O stress oxidativo, ou o efeito deletério induzido por espécies reactivas de oxigénio nos 
sistemas biológicos, está reconhecidamente envolvido na patogénese das complicações 
da diabetes tipo 2 (Brownlee, 2005). Foi proposta por Stern em 1995, e recentemente 
revista por Ceriello, uma hipótese conhecida como “ The common soil hypothesis”, que 
sugere que o estilo de vida sedentário e os excessos nutricionais conduzem a uma 
sobrecarga de glucose e ácidos gordos livres no plasma, que levam a uma 
superprodução de radicais livres (Ceriello et al., 2004). Este aumento na produção de 
espécies radicalares está intimamente associado à etiologia da doença, sendo 
responsável pela insulinoresistência no músculo e no tecido adiposo, pelas alterações na 
secreção da insulina na célula β pancreática, e pela diminuição dos níveis de glutationo 
(GSH) característicos da diabetes tipo 2 (Ceriello, 1997; Ceriello et al., 2004; Opara, 2004).  
Embora o papel do stress oxidativo nas complicações crónicas da diabetes tipo 2 seja 
unanimemente aceite, a teoria unificadora dos radicais livres está longe de ser 
consensual. Para esta controvérsia muito contribuíram observações inconsistentes 
relativas à administração de diferentes tipos de antioxidantes a doentes diabéticos: por 
um lado, verificou-se que a administração crónica de vitaminas C e E não trazia qualquer 
benefício metabólico aos doentes, embora diminuísse os marcadores plasmáticos de 
stress oxidativo (Yusuf et al., 2000; Collins, 2002); por outro lado observou-se que a 
perfusão do antioxidante GSH promoveu um aumento significativo da captação de 
glucose dependente da insulina nos indivíduos diabéticos (Paolisso et al., 1992a; Paolisso 
et al., 1992b; De Mattia et al., 1998). Estes resultados pareciam indicar que o mecanismo 
de acção do GSH no metabolismo da glucose era substancialmente diferente do de 
outros antioxidantes, parecendo não estar directamente relacionado com as suas 
propriedades de neutralizador de radicais livres. Esta hipótese foi ainda suportada pela 
observação de que o padrão do metabolismo hepático do GSH em ratos diabéticos, 
embora alterado, era totalmente distinto do tipicamente observado após aumento do 
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stress oxidativo, por exemplo com t-butil-hidroperóxido ou administração crónica de 
etanol (McLennan et al., 1991). 
Apesar destas observações, é consensual que na diabetes ocorre um aumento da 
produção de radicais livres pelas mitocôndrias, associado a um aumento do fluxo de 
ácidos gordos livres e de glucose e, consequentemente, a um aumento do stress 
oxidativo (Bloch-Damti et al., 2005). Estudos realizados em culturas primárias de músculo e 
adipócitos de doentes diabéticos revelaram alterações na expressão proteica e na 
activação de vários cinases intimamente ligados à resposta ao stress oxidativo (Evans et 
al., 2005). Um grupo importante de cinases que se encontram sobre-expressos nos 
diabéticos é o grupo dos cinases de resposta ao stress, também designados por MAPK. 
Esta família é constituída por três grupos de cinases de resíduos de serina/treonina 
estruturalmente relacionadas, nomeadamente os cinases-regulados extracelularmente 1 
e 2 (ERK 1/2), os cinases N-terminal do c-jun (JNK) e os p38 MAPK (Bloch-Damti et al., 
2005). A activação crónica dos MAPK pelos radicais livres tem sido associada à resistência 
à insulina tanto em adipócitos (Rudich et al., 1999) como em miócitos (Maddux et al., 
2001), uma vez que é acompanhada por uma inibição das vias metabólicas induzidas 
pela insulina. Para além disso está também descrito que um aumento da produção de 
radicais livres diminui a transcrição do gene do transportador GLUT-4 (Khamaisi et al., 
2000; Carlson et al., 2003). Recentemente constatou-se que a via do factor nuclear κB 
(NFκB) está também envolvida na resistência à insulina que se observa nos adipócitos 
expostos a condições de elevado stress oxidativo (Ogihara et al., 2004). O NFκB é um 
factor de transcrição que existe num estado inactivo no citosol onde se encontra ligado 
a membros da família de proteínas inibitórias IκB. Na presença de citocinas e espécies 
radicalares de oxigénio a IκB é fosforilada pelo cinase do IκB (IKK) e degradada no 
proteossoma, permitindo a translocação do NFκB livre para o núcleo (Bogdan, 2001). 
Ogihara et al. observaram que a activação da via do NFκB conduziu a uma diminuição 
da fosforilação do IRS-1 induzida pela insulina, diminuição da actividade da PI3K e 
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diminuição da expressão dos GLUT-4 em adipócitos (Ogihara et al., 2004). O aumento do 
stress oxidativo é actualmente aceite como um importante factor causal na etiologia da 
resistência à insulina. 
   
1.3.4 Gradiente hepato-portal 
  
A insulina promove normalmente a captação de glucose pelo fígado em situações de 
hiperglicémia. No entanto observou-se que a captação de glucose hepática é muito 
mais eficaz quando a glucose é administrada por via oral do que por via intravenosa, em 
que são necessárias concentrações muito elevadas quer de glucose (> 200 mg/dl), quer 
de insulina (> 600pmol/l) para atingir valores fisiológicos de captação de glucose 
hepática (Adkins et al., 1987; Pagliassotti et al., 1992; Stumpel et al., 1998). A discrepância 
observada entre a captação de glucose hepática durante uma perfusão intravenosa de 
glucose versus ingestão de glucose foi inicialmente atribuída a um efeito das incretinas, 
associado à administração de glucose per os (DeFronzo et al., 1978; Creutzfeldt, 1979; 
Ferrannini et al., 1990). No entanto, vários laboratórios demonstraram posteriormente que 
a perfusão intraportal de glucose mimetiza os resultados obtidos com a administração 
oral de glucose (Bergman et al., 1982; Ishida et al., 1983), incluindo quando se inibe a 
secreção do pâncreas endócrino com somatostatina (Adkins et al., 1987). Este aumento 
da captação de glucose hepática através da administração intraportal de glucose, por 
comparação com a administração periférica foi designado de “sinal portal” 
(Gardemann et al., 1986; Adkins et al., 1987).  
Para além dos seus efeitos hepáticos, o sinal portal afecta também outros tecidos, 
nomeadamente estimula a secreção pancreática de insulina e suprime a captação de 
glucose pelo músculo esquelético, permitindo repor rapidamente as reservas de 
glicogénio hepáticas (Pagliassotti et al., 1996). O sinal portal parece ser mediado pelo 
SNC, uma vez que tanto a desnervação hepática como a secção selectiva do ramo 
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hepático do nervo esplâncnico bloqueiam o aumento da captação de glucose 
hepática observado após administração intraportal de glucose (Adkins-Marshall et al., 
1992). Recentemente Burcelin et al. observaram que murganhos aos quais foi 
administrada uma perfusão intraportal de glucose a uma velocidade equivalente à 
produção endógena de glucose, desenvolveram hipoglicémia devido a uma aparente 
estimulação da captação periférica de glucose no tecido adiposo castanho e no 
miocárdio (Burcelin et al., 2000). Estas observações contradizem a hipótese do sinal portal, 
segundo a qual a perfusão de glucose na veia porta de cães ou no duodeno de 
humanos, a uma velocidade semelhante à da produção endógena de glucose, resultou 
numa ligeira hiperglicémia e não hipoglicémia. Esta disparidade de resultados foi 
justificada com as diferenças inter-espécies na captação de glucose pelos tecidos, uma 
vez que no cão e no humano o miocárdio e o tecido adiposo castanho não constituem 
locais significativos de captação de glucose (Ashwell et al., 1987; Young et al., 1997a). 
Permanece por esclarecer a relevância fisiológica do sinal portal na espécie humana e 
ainda se alterações neste mecanismo poderão estar envolvidas na patogénese da 
resistência à insulina.   
  
1.3.5 Hipótese vascular 
 
Apesar de ser consensual que a insulina estimula a translocação dos transportadores 
de glucose GLUT-4 para a membrana plasmática dos tecidos alvo mantém-se em aberto 
a questão de se um aumento no número de GLUT-4 translocados por acção da insulina é 
ou não acompanhado por um aumento na captação de glucose para o músculo in vivo. 
Foi sugerido por vários autores que, à medida que a insulinémia e a permeabilidade das 
membranas à glucose aumenta, aumenta também o aporte vascular de glucose aos 
tecidos alvo da insulina (Baron et al., 1995; Clark et al., 1995). O trabalho realizado por 
estes grupos sugere que, fisiologicamente, a insulina recruta capilares de forma a 
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aumentar o aporte de sangue ao músculo e, consequentemente, de glucose, 
optimizando assim a captação de glucose na presença de concentrações elevadas de 
insulina. Foi proposto por Baron et al. que alterações no efeito vasodilatador da insulina 
poderiam estar envolvidas na patogénese da resistência à insulina, no entanto observou-
se que o aumento do fluxo sanguíneo induzido pela administração de nitroprussiato de 
sódio não incrementou a sensibilidade à insulina (Pitkanen et al., 1999). A hipótese 
vascular da etiopatogenia da resistência à insulina tem ainda sido contestada por outros 
autores que argumentam que o efeito vasodilatador da insulina só é significativo para 
concentrações de insulina supra-fisiológicas, sendo que as adaptações vasculares 
promovidas por concentrações fisiológicas desta hormona não são relevantes (Scherrer 
et al., 1994; Porter et al., 1997; Natali et al., 1998). 
 
1.3.6 Hipótese adipocêntrica  
 
O tecido adiposo constitui um importante órgão endócrino, responsável pela 
secreção de inúmeras substâncias que interagem com o metabolismo glicídico e lipídico, 
condicionando a sensibilidade dos tecidos à acção da insulina. Um aumento da massa 
de tecido adiposo conduz impreterivelmente a um aumento da concentração de AGL 
no plasma. Embora os AGL sejam nutrientes importantes, nomeadamente por serem o 
substrato oxidativo mais relevante para o coração e músculo esquelético em repouso, 
resultados obtidos por vários grupos apontam para que os AGL possam estar 
directamente envolvidos na etiologia da resistência à insulina e diabetes mellitus tipo 2 
(Mora et al., 2002; Cederberg et al., 2003). 
 Em 1963 foi postulado por Randle que a elevação de AGL circulantes conduz a uma 
diminuição da captação de glucose pelo tecido muscular, levando à introdução do 
termo “Ciclo de Randle” para descrever a competição entre a glucose e os AGL como 
substrato para obtenção de energia.  
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De acordo com esta hipótese, o aumento da β-oxidação causa uma elevação na 
razão acetil CoA/CoA mitocôndrial, aumentando a concentração de citrato e 
resultando na inibição do fosfofrutocinase, com subsequente acumulação de G6-P. Este 
metabolito inibe o hexocinase, diminuindo assim a captação de glucose extracelular 
(Randle et al., 1963).  
Outros mecanismos têm sido propostos para explicar a acção deletéria dos AGL na 
captação de glucose, nomeadamente através da interferência de metabolitos 
intracelulares dos AGL, tais como o DAG ou as ceramidas, na cascata de sinalização da 
insulina (Kovacs et al., 2005). Foi sugerido que estes mediadores inibem a actividade do 
PI3K (Dresner et al., 1999) e também que a activação da via das hexosaminas (Hawkins et 
al., 1997) e de proteínas tirosinas fosfatases (Goldstein et al., 1998) está envolvida na 
resistência à insulina induzida pelos AGL.  
Mais recentemente foi sugerida uma hipótese alternativa para a resistência à 
resistência à insulina associada à obesidade. O tecido adiposo, como órgão endócrino 
que é, secreta várias substâncias conhecidas como adipocinas (Trayhurn et al., 2004). 
Dentro do conjunto de adipocinas conhecidas destacam-se algumas citocinas 
inflamatórias tais como a interleucina-6, a interleucina-1β e o TNF-α (Kobayashi, 2005). 
Estas citocinas têm uma acção pró-inflamatória e, actuando a nível hepático, induzem a 
libertação de proteínas de fase aguda como a proteína C reactiva. Estes mediadores, 
para além de serem marcadores clínicos de um processo inflamatório, têm um papel 
activo na perpetuação desse processo reduzindo a sensibilidade à insulina através da 
inibição da actividade de tirosina cinase do receptor da insulina e diminuição da 
expressão do gene que codifica para os GLUT-4 (Hotamisligil, 1999a; Hotamisligil, 1999b; 
Rotter et al., 2003). Vários estudos epidemiológicos sugerem que os marcadores de 
inflamação sub-clínica podem ser preditivos para o desenvolvimento da resistência à 
insulina e da diabetes tipo 2 (Leyva et al., 1998; Haffner, 2003; Godsland et al., 2004).  
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1.4 METODOLOGIAS PARA AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE À INSULINA IN VIVO 
  
A resistência à insulina é um fenómeno de reconhecida importância na patogénese 
da diabetes mellitus tipo 2, encontrando-se ainda associada a diversas patologias tais 
como a obesidade, hipertensão arterial, síndrome metabólica e síndrome de apneia 
obstrutiva do sono. A avaliação da sensibilidade à insulina tem pois um elevado interesse 
tanto num cenário de investigação científica como na prática clínica. As metodologias 
existentes para avaliar a sensibilidade à insulina podem ser agrupadas em dois grandes 
conjuntos, as metodologias dinâmicas e as metodologias realizadas em condições 
basais. As técnicas de maior rigor são as que recorrem a uma intervenção dinâmica, 
como por exemplo a perfusão de glucose e/ou insulina. As técnicas realizadas em 
condições basais decorrem da determinação das insulinémias e glicémias após jejum 
nocturno, valores estes que podem ser correlacionados e que permitem o cálculo de um 
índice de sensibilidade à insulina. 
  
1.4.1 Metodologias de avaliação da sensibilidade à insulina realizadas em condições 
basais 
  
Destacam-se a razão glicémia em jejum (G0) /insulinémia em jejum (I0) e alguns índices 
de resistência à insulina, nomeadamente o índice HOMA (“homeostasis model 
assessment”), definido pela equação: 
 
HOMA= I0 (µUI/ml) /[22.5 x e-ln G0 (mmol/l)] 
 
o índice FIRI (“fasting insulin resistance Index”), definido pela equação: 
 
FIRI= [I0 (µUI/ml)x G0 (mmol/l)]/25 
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e o índice de sensibilidade à insulina QUICKI (“quantitative insulin sensitivity check Index”), 
definido pela equação: 
 
QUICKI= 1/[log I0 (µUI/ml)+ log G0 (mg/dL)] 
 
Estes índices são de fácil determinação e elevada reprodutibilidade, apresentando no 
entanto algumas limitações. Para além de se basearem apenas num valor de insulinémia 
(pelo que os resultados dependem da precisão da medida e também da técnica 
utilizada), fornecem pouca informação sobre o efeito da insulina nos tecidos periféricos, 
nomeadamente no músculo esquelético e no tecido adiposo (Monzillo et al., 2003). Mais 
ainda, têm a desvantagem de não poderem ser aplicados em indivíduos com deficiente 
secreção de insulina (como é o caso dos diabéticos), uma vez que a hipoinsulinémia 
resultante da disfunção da célula β introduz um artefacto no cálculo dos índices supra-
mencionados (Monzillo et al., 2003) e de só estarem validados para avaliar a acção da 
insulina no estado de jejum (Monzillo et al., 2003). 
 
1.4.2 Metodologias de avaliação da sensibilidade à insulina com intervenção 
dinâmica 
 
1.4.2.1 Prova de tolerância à glucose oral (PTGO) 
 
A prova de tolerância à glucose oral (PTGO) constitui o método de avaliação da 
tolerância diminuída à glucose mais utilizado na prática clínica. Na PTGO é administrada 
uma quantidade fixa de glucose por via oral e a glicémia e insulinémia são medidas ao 
longo de 2 h. Embora muito utilizada para o diagnóstico da diabetes mellitus, representa 
uma medida indirecta da sensibilidade à insulina, uma vez que a PTGO mede apenas a 
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eficiência com que os mecanismos de homeostasia repõem a glicémia em valores basais 
após uma perturbação (Radziuk, 2000). A quantificação da sensibilidade à insulina 
envolve a medição da cinética da glicémia e insulinémia plasmáticas em resposta à 
administração oral de glucose. Numa situação fisiológica, ocorre um aumento na 
insulinémia proporcional ao aumento na glicémia. Se houver uma diminuição na 
secreção de insulina, ocorre tolerância diminuída à glucose, mas não se pode concluir se 
existem ou não alterações na sensibilidade à insulina uma vez que a secreção da 
hormona está diminuída. Só quando se observa hiperinsulinémia concomitante com 
tolerância normal ou diminuída à glucose se pode concluir que existe resistência à 
insulina (Bergman et al., 1985).  
 
1.4.2.2 Clamp euglicémico hiperinsulinémico (HIEC) 
 
O clamp euglicémico hiperinsulinémico (HIEC) é considerado a técnica de referência, 
ou “gold-standard”, na avaliação da sensibilidade à insulina in vivo. Durante o HIEC, é 
administrada uma perfusão intravenosa constante de insulina exógena em simultâneo 
com uma perfusão variável de glucose. Assim, é induzida uma hiperinsulinémia durante a 
qual a glicémia é controlada dentro de valores considerados fisiológicos, até que se 
atinge um estado estacionário. A sensibilidade à insulina é calculada com base nas 
necessidades de glucose e nos níveis de insulinémia em condições de estado 
estacionário. Muitas vezes é também administrada somatostatina a fim de bloquear a 
secreção endógena de insulina e glucagina (DeFronzo et al., 1979).  
Apesar de ser encarado como o método de referência para avaliar a sensibilidade à 
insulina o HIEC apresenta algumas limitações, nomeadamente porque a infusão contínua 
de insulina prolonga-se por períodos superiores a 3 horas, o que pode introduzir artefactos 
nos resultados uma vez que se sabe que a libertação fisiológica de insulina pela célula β 
do pâncreas ocorre de forma pulsátil (Porksen et al., 1995). Esta característica impossibilita 
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ainda a realização de mais do que um teste no mesmo dia (Paolisso et al., 1988; Reid et 
al., 2002; Reid et al., 2004) e induz uma inibição do tónus vagal decorrente da 
hiperinsulinémia induzida pela técnica (Van De Borne et al., 1999). 
 
1.4.2.3 Teste de tolerância à insulina (ITT) 
 
No teste de tolerância à insulina (ITT), é administrado um bólus intravenoso de insulina e 
a sensibilidade à acção desta hormona é medida pela velocidade de declínio das 
concentrações plasmáticas de glucose. Quanto mais acentuado for o decréscimo, maior 
será a sensibilidade à insulina. As vantagens do ITT incluem a sua simplicidade, rapidez, 
utilização de um bólus de insulina, por oposição a uma perfusão contínua, o que 
mimetiza a secreção fisiológica pulsátil da hormona e ainda o facto de poder ser 
realizado tanto no estado de jejum como no estado pós-prandial. Entre as desvantagens 
do ITT contam-se a hipoglicémia e activação da resposta hormonal contra-reguladora 
(Monzillo et al., 2003). 
 
1.4.2.4 Teste rápido de sensibilidade à insulina (RIST) 
 
Recentemente foi descrito um novo método de avaliação da sensibilidade à insulina, 
designado por teste rápido de sensibilidade à insulina (RIST) (Lautt et al., 1998a). Este 
método foi descrito pela primeira vez para uso em gatos e ratos (Xie et al., 1996c) tendo 
sido introduzidas pequenas modificações nos últimos anos com o intuito de melhorar 
aspectos técnicos (Lautt et al., 1998a) . 
O teste consiste na realização de um “clamp” normoglicémico após a administração 
de um bólus de insulina durante 5 minutos. Este método de administração aproxima-se 
mais de uma situação fisiológica em que, após um aumento na glicémia, há libertação 
dinâmica de insulina (Lautt et al., 1998a). 
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A sensibilidade à insulina é avaliada através da quantificação de glucose que é 
necessário perfundir durante o RIST, de forma a manter os níveis glicémicos arteriais 
constantes, sendo este parâmetro designado por RIST Index (Lautt et al., 1998a). O teste 
deve ser realizado por um técnico experiente, uma vez que requer o ajuste manual da 
perfusão de glucose para manter a euglicémia, com base nas concentrações arteriais de 
glucose medidas a cada 2 min.   
 
1.5 A HIPÓTESE DA SUBSTÂNCIA HEPÁTICA SENSIBILIZADORA DA INSULINA (HISS) 
  
Em 1980 Lautt publicou um trabalho pioneiro em que sugeriu pela primeira vez que a 
neuropatia parassimpática hepática poderia contribuir para a resistência à insulina que 
se observa na diabetes mellitus não insulino-dependente. Estudos realizados desde então 
levaram à formulação de uma nova hipótese de mecanismo neurohumoral, segundo o 
qual o fígado regula a resposta à insulina através da libertação de uma hormona à qual 
se chamou “ Hepatic Insulin Sensitizing Substance” ou HISS (Xie et al., 1995a) 
Segundo a hipótese da HISS, no estado pós-prandial é desencadeado um reflexo 
parassimpático hepático que provoca a libertação de ACh nos terminais eferentes do 
ramo hepático do vago (Lautt, 1999). Esta, por sua vez, activa receptores muscarínicos do 
tipo M1 levando à libertação da HISS através de um mecanismo mediado pelo NO 
hepático (Sadri et al., 1997). A HISS actua selectivamente no músculo esquelético, sendo 
responsável por cerca de 55 % da captação de glucose no estado pós-prandial (Lautt et 
al., 2001). 
A resistência à insulina que ocorre após desnervação do fígado foi pela primeira vez 
descrita em 1993. Os primeiros estudos que evidenciaram que a acção da insulina é 
modulada pelos nervos hepáticos mostraram que o nível de hipoglicémia induzido pela 
administração de insulina era atenuado após desnervação hepática (Xie et al., 1993). 
Posteriormente observou-se que, tanto a administração intraportal de atropina, como a 
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desnervação selectiva dos nervos parassimpáticos hepáticos, produziam uma resistência 
à insulina com igual magnitude, o que permitiu concluir que os nervos envolvidos eram de 
natureza colinérgica (Xie et al., 1995a). Estudos farmacológicos com os antagonistas 
muscarínicos pirenzepina (antagonista selectivo M1) e metoctramina (antagonista 
selectivo M2) determinaram o envolvimento dos receptores muscarínicos hepáticos do 
sub-tipo M1 na sensibilidade dos tecidos periféricos à insulina (Xie et al., 1995b). 
Estes trabalhos permitiram concluir que a acção periférica da insulina depende de 
dois componentes, um que é independente dos nervos parassimpáticos hepáticos, outro 
que é dependente dos nervos parassimpáticos hepáticos e que é modulado pela 
libertação reflexa da HISS.  
 
1.5.1 A HISS é produzida no fígado  
   
De forma a determinar qual o órgão envolvido na resistência à insulina que se observa 
após o bloqueio dos nervos parassimpáticos hepáticos Xie et al. mediram os gradientes 
arterio-venosos de glucose nas patas traseiras (consideradas como representativas do 
músculo esquelético), no intestino e no fígado de gatos, na presença de insulina, após 
administração de atropina ou após desnervação parassimpática hepática. Estes autores 
mostraram que a captação de glucose no intestino e no fígado não se alterou na 
presença de atropina, após ablação do plexo anterior hepático ou após combinação 
de ambos, enquanto que a captação de glucose nas patas traseiras diminuiu em todas 
as situações mencionadas. Em função destes resultados, sugeriram que a resistência à 
insulina causada pelo bloqueio dos nervos parassimpático hepáticos ocorre no tecido 
muscular esquelético (Xie et al., 1996b).  
Posteriormente constatou-se que a resistência à insulina provocada por desnervação 
cirúrgica do fígado foi completamente revertida por perfusão de ACh na veia porta, 
enquanto que a administração na veia jugular da mesma dose de ACh não produziu 
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qualquer alteração na acção da insulina (Xie et al., 1996a). Este efeito selectivo de 
administração intraportal versus intravenosa identificou o fígado como o órgão 
responsável pela resistência à insulina observada após desnervação, sugerindo ainda 
que a activação dos receptores muscarínicos hepáticos aumentou a sensibilidade à 
insulina através da libertação de um factor humoral para a corrente sanguínea, e não 
por estimulação de aferentes hepáticos, uma vez que a ACh intraportal restaurou a 
sensibilidade à insulina após desnervação cirúrgica do fígado.  
O mesmo autor observou que a infusão intraportal de ACh, em ratos com uma 
enervação parassimpática hepática intacta, não promoveu um aumento da 
sensibilidade à insulina concluindo que, na presença de um reflexo parassimpático 
hepático fisiológico, existe uma resposta máxima que não é potenciada pela 
administração adicional do neurotransmissor (Xie et al., 1996b). 
 
1.5.2 O papel do monóxido de azoto hepático  
 
Sadri et al. descreveram pela primeira vez em 1998 que a produção de NO no fígado 
está envolvida no reflexo parassimpático hepático que modula a acção periférica da 
insulina. Estes autores observaram que a administração intraportal do antagonista do 
NOS, NG-nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME) resultou numa acentuada resistência à 
insulina, de magnitude semelhante à observada após administração de atropina ou 
desnervação cirúrgica do fígado, enquanto que a mesma dose de L-NAME, administrada 
por via intravenosa, não alterou significativamente o efeito hipoglicemiante da hormona 
(Sadri et al., 1998).  
Posteriormente, os mesmos autores reportaram que o dador de NO, 3-hidrocloreto de 
morfolinosidnonimina (SIN-1) reverteu a resistência à insulina produzida, quer pelo 
antagonismo do NOS, quer por desnervação cirúrgica, desde que administrado por via 
intraportal. Não se verificou a reversão da resistência à insulina com administração 
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intravenosa de SIN-1 (Sadri et al., 1999). Os autores concluíram que o NO está envolvido 
no reflexo parassimpático hepático que leva à libertação da HISS e estabeleceram uma 
hipótese para o mecanismo que conduz à sua libertação, representado 
esquematicamente na figura 1.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
- 47 - 
 
 
Figura 1.5: Esquema da hipótese da HISS. A ingestão de uma refeição conduz á libertação de 
insulina pelo pâncreas e à promoção da captação de glucose dependente da insulina no tecido 
adiposo, músculo esquelético e fígado. Simultaneamente ocorre a sinalização ao sistema nervoso 
central (SNC) para activar os nervos parassimpáticos hepáticos (NPS), levando à libertação de 
acetilcolina (ACh) no fígado que, por sua vez activa os receptores muscarínicos do tipo M1 que 
activam o sintase do monóxido de azoto (NOS). O aumento da produção de monóxido de azoto 
(NO) hepático conduz à libertação de um factor humoral designado por HISS (substância hepática 
sensibilizadora da insulina) para a corrente sanguínea. A HISS actua exclusivamente no músculo 
esquelético, sendo responsável por cerca de 55 % da acção hipoglicemiante da insulina no 
organismo. Se a função parassimpática ou a produção de NO hepático estiverem diminuídas, a 
captação de glucose mediada pela insulina diminui em 55 % devido ao bloqueio da síntese da HISS 
após as refeições. Esta condição é designada por resistência à insulina dependente da HISS. Figura 
adaptada de (Xie et al., 1995a; Lautt, 2004) 
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1.5.3 O efeito da HISS depende do estado prandial  
  
Os estudos iniciais do efeito da ablação dos nervos parassimpáticos hepáticos na 
acção da insulina mostraram que, enquanto que alguns animais possuíam uma 
componente da acção da insulina fortemente dependente da HISS, outros 
apresentavam uma dependência da HISS pouco acentuada (Xie et al., 1996b). 
Observou-se que animais com maior sensibilidade à insulina apresentavam maior 
redução da componente da HISS após desnervação, contrastando com animais com 
sensibilidade à insulina reduzida, em que o efeito da ablação dos nervos hepáticos na 
captação de glucose promovida pela insulina era mínimo, ou mesmo nulo, (Xie et al., 
1996b). 
Lautt et al. demonstraram em 2001 que a elevada variabilidade da acção da insulina 
dependente da HISS estava relacionada com as horas de jejum dos animais em estudo, e 
que o controlo da resposta hipoglicemiante à insulina, por parte dos nervos 
parassimpáticos hepáticos, dependia directamente do estado prandial. Estes autores 
observaram que, no estado pós-prandial imediato, o mecanismo dependente da HISS 
conduziu a uma sensibilização máxima à insulina dos tecidos periféricos e que esta 
sensibilização diminuiu progressivamente em função do número de horas de jejum; por 
outro lado, a componente da acção da insulina independente dos nervos 
parassimpáticos hepáticos não variou com o estado prandial. A colocação de comida 
no estômago de ratos anestesiados e submetidos a um período de jejum restaurou 
parcialmente a resposta hipoglicemiante insulina, para valores próximos dos obtidos no 
estado pós-prandial, mimetizando a acção da HISS na potenciação da sensibilidade à 
insulina (Lautt et al., 2001). 
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1.5.4 Patologias associadas à resistência à insulina em que existe comprometimento 
da acção da HISS 
 
Está descrito que doentes com intolerância à glucose, mas sem uma condição 
diabética franca, têm neuropatias do sistema nervoso autónomo com maior 
preponderância para alterações no sistema parassimpático (Hosking et al., 1978). Esta 
observação é consistente com o pressuposto de que a neuropatia parassimpática 
provoca resistência à insulina, enquanto que um estado de doença avançada conduz às 
polineuropatias. Embora a diabetes mellitus tipo 2 seja a face mais visível da resistência à 
insulina, esta surge associada a uma panóplia de doenças incluindo a obesidade, a 
síndrome metabólica, a intolerância à glucose, a hipertensão, doenças crónicas do 
fígado e dislipidémias (DeFronzo et al., 1991; DeFronzo, 1997). Nas últimas décadas assistiu-
se a um crescente interesse pelas patologias associadas à resistência à insulina, devido às 
proporções mundiais que estas doenças têm vindo a assumir.  
Vários autores descreveram a correlação entre a hipertensão essencial e a alteração 
metabólica que constitui a resistência à insulina (Olsen et al., 2000; Tian et al., 2000; 
Wiggam et al., 2000). Foi referido por McLaughlin e Reaven que esta está presente em 
cerca de 50 % dos doentes hipertensos o que, juntamente com todos os outros factos 
citados, torna esta patologia um protótipo de estudo para a resistência à insulina 
bastante interessante (McLaughlin et al., 2000). Ribeiro et al. em 2001 demonstraram pela 
primeira vez que a libertação da HISS se encontra comprometida num modelo animal de 
hipertensão arterial, o rato espontaneamente hipertenso (SHR). Os autores observaram 
que, após bloqueio do sistema parassimpático hepático com atropina, os ratos SHR 
apresentaram uma diminuição da acção da HISS e um aumento da componente da 
acção da insulina independente da HISS, o que sugere que a insulinoresistência presente 
nos SHR é devida a uma diminuição da acção da HISS por disfunção do reflexo 
parassimpático hepático (Ribeiro et al., 2001b; Ribeiro et al., 2007).  
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A obesidade é uma doença associada a resistência à insulina (Mora et al., 2002; 
Cederberg et al., 2003), a uma diminuição do tónus parassimpático (Peterson et al., 1988), 
a disfunções na síntese de NO (Morley et al., 1996; Bohlen et al., 2002) e a um aumento do 
stress oxidativo(Soltys et al., 2001). Estudos recentes realizados num modelo animal de 
obesidade, o rato Zucker fa/fa, mostraram que a resistência à insulina observada nestes 
animais se deve parcialmente a uma diminuição da acção da HISS, embora a 
componente da acção da insulina independente dos nervos parassimpáticos hepáticos 
também se encontre diminuída (Ribeiro et al., 2001a).  
 A componente da acção da insulina dependente da HISS também se encontra 
diminuída num modelo animal de resistência á insulina, o rato submetido a uma dieta 
enriquecida com 35 % de sacarose (HSuR) (Ribeiro et al., 2005). Ribeiro et al. mostraram 
que a sensibilidade à insulina dos HSuR foi significativamente inferior à dos ratos do grupo 
controlo, confirmando que dieta rica em sacarose induz resistência à insulina. Após 
atropinização, a acção da insulina independente da HISS foi semelhante nos dois grupos, 
mostrando que a resistência à insulina observada nestes animais se devia exclusivamente 
a um comprometimento da acção da HISS. 
Outros autores verificaram ainda que a acção da HISS se encontra diminuída em 
modelos animais de insuficiência hepática, tais como o rato com exposição pré-natal ao 
etanol ou o rato com ligação crónica do ducto biliar (Lautt et al., 1998b; Sadri et al., 
2005).  
 
Com base nestes estudos prévios, surge a hipótese de que a resistência à insulina que 
se observa em doenças tais como a diabetes tipo 2, obesidade, hipertensão e síndrome 
metabólica pode resultar de alterações na acção da HISS, pelo que se torna pertinente 
estudar os seus aspectos bioquímicos, fisiológicos e fisiopatológicos. 
Neste ponto parece-nos relevante realçar a importância do estudo dos mecanismos 
subjacentes à resistência à insulina, mais evidente quando consideramos o contexto 
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socio-económico dos dias de hoje. A incidência de doenças metabólicas tem assumido 
nas últimas décadas proporções epidémicas, constituindo uma séria ameaça à saúde 
humana. A resistência à insulina e tolerância diminuída à glucose atingem hoje cerca de 
1 em cada 4 indivíduos com mais de 20 anos nas sociedades ocidentais. Preocupante é 
também o facto de os jovens adolescentes e as crianças serem cada vez mais 
vulneráveis à diabetes tipo 2, uma patologia que se considerava ser exclusiva da idade 
adulta. A maioria dos fármacos actualmente disponíveis no mercado para a terapêutica 
da diabetes tipo 2 foi desenhada em função dos seus sintomas, possuindo efeitos 
secundários consideráveis, o que limita a adesão à terapêutica, e uma eficácia limitada 
uma vez que visam essencialmente o controlo do peso corporal e dos níveis glicémicos a 
médio e longo prazo. Na procura de novos fármacos para esta doença, torna-se crucial 
perceber os mecanismos fisiopatológicos que lhe estão associados, nomeadamente os 
mecanismos da resistência periférica à insulina, com o intuito de prevenir o seu 
aparecimento numa fase precoce. 
 
O trabalho apresentado nesta dissertação surge, neste contexto, enquadrado numa 
série de estudos realizados no laboratório da Professora Doutora Maria Paula Macedo 
sobre o papel da HISS na etiologia da resistência à insulina, e das patologias do foro 
metabólico que dela derivam. Os resultados obtidos sugerem um desvio de paradigma 
nos mecanismos reguladores da acção periférica da insulina, indicando ainda potenciais 
abordagens farmacológicas, alternativas às actualmente existentes, na terapêutica da 
resistência à insulina. 
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2. HIPÓTESES E OBJECTIVOS  
 
O objectivo geral deste trabalho consistiu na caracterização da via de sinalização 
hepática que conduz à libertação da HISS pelo fígado, e que regula a sensibilidade 
periférica à insulina. Pretendeu-se caracterizar em termos bioquímicos e fisiológicos a 
cascata de mediadores envolvidos na síntese da HISS, tendo sempre presente a sua 
potencial manipulação farmacológica e possíveis implicações na saúde pública. A longo 
prazo, a caracterização da via de sinalização da HISS poderá contribuir para o 
desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para patologias caracterizadas 
pela resistência à insulina, tais como a hipertensão, obesidade ou diabetes tipo 2.  
Especificamente, houve quatro objectivos: o primeiro consistiu em determinar o 
envolvimento da via de sinalização ACh/ NO/ 3´,5´-monofosfato de guanosina cíclico 
(GMPc) na secreção da HISS pelo fígado, nomeadamente a sequência de eventos que 
conduzem à sua libertação; o segundo consistiu no estudo da modulação da 
sensibilidade à insulina pelo glutationo hepático; o terceiro consistiu na análise do efeito 
da co-administração de dadores de GSH e dadores de NO na sensibilidade à insulina e, 
por último, o quarto objectivo específico relacionou-se com o estudo do papel dos  
S-nitrosotióis na potenciação da acção hipoglicemiante da insulina.   
 
O primeiro objectivo específico do trabalho foi estudar qual o efector envolvido na 
síntese/secreção da HISS que é activado pela ligação de ACh aos seus receptores no 
fígado. Na via de sinalização clássica, a ACh estimula a produção de NO que, por sua 
vez, activa o guanilato ciclase solúvel, levando à produção do segundo mensageiro 
GMPc (Ignarro, 1992). Este mecanismo de sinalização poderá estar envolvida na 
libertação da HISS, que se sabe ser dependente da produção de NO no fígado (Sadri et 
al., 1997; Sadri et al., 1998; Sadri et al., 1999). No entanto, em determinados sistemas 
biológicos, nomeadamente o sistema nervoso central (Leonard et al., 1997) e o sistema 
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nervoso entérico (Smith et al., 1998) o NO modula a libertação de ACh pelos terminais 
colinérgicos (Garthwaite et al., 1995), sendo a activação do NOS, um passo a montante 
da activação parassimpática. Torna-se assim pertinente esclarecer a sequência de 
eventos moleculares que conduzem à libertação da HISS. Os estudos desenvolvidos 
foram baseados nas seguintes hipóteses:  
- A ACh promove a libertação de NO que por sua vez induz a libertação da HISS 
- O NO promove a libertação da HISS por uma via modulada pelo guanilato ciclase. 
 
O segundo objectivo específico deste trabalho foi o de esclarecer o mecanismo de 
regulação da secreção da HISS pelo GSH hepático. Estudos prévios demonstraram que a 
secreção da HISS se encontra inibida no estado de jejum, sendo máxima no estado pós 
prandial (Lautt et al., 2001). Os níveis de NO e GSH hepáticos apresentam também o 
mesmo tipo de variação condicionada pelo estado prandial, o que sugere que a acção 
da HISS depende da existência de níveis elevados de GSH e NO no fígado. Foram assim 
testadas as seguintes hipóteses: 
- A depleção de GSH hepático inibe a síntese da HISS conduzindo assim a resistência à 
insulina.  
- O GSH, juntamente com o NO hepático, é essencial para a acção da insulina 
dependente da HISS. 
 
O terceiro objectivo específico foi estudar o efeito da co-administração de dadores 
de GSH e dadores de NO na sensibilidade à insulina, com base nas seguintes hipóteses: 
- a co-administração de dadores de GSH e de NO mimetiza o sinal prandial para a 
síntese hepática da HISS, aumentando assim a sensibilidade à insulina. 
- o aumento na sensibilidade à insulina é dependente da dose de GSH administrada. 
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 O quarto objectivo específico do trabalho partiu da premissa de que é necessária a 
presença simultânea de GSH e NO para aumentar a sensibilidade à insulina. Sabendo 
que o GSH e o NO reagem para formar um S-nitrosotiol, o S-nitrosoglutationo (GSNO), 
testou-se então a hipótese de que: 
- a administração de S-nitrosotióis aumenta a sensibilidade à insulina através do 
mecanismo da HISS, em contraste com dadores de NO não-nitrosotióis que não alteram a  
sensibilidade à insulina. 
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3. METODOLOGIAS 
 
3.1. ANIMAIS 
 
Utilizaram-se ratos Wistar machos, de 8-9 semanas de idade, provenientes do Biotério 
da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Nova de Lisboa com peso de 
318.8±4.3 g e da Charles-River, Espanha, com peso de 304.1± 5.1 g. Os animais estiveram 
sujeitos a condições controladas de acondicionamento (ciclo de luz de 12 h em 12 h; 
temperatura e humidade ambientes controladas) e foram alimentados com ração 
standard (Panlab A04 ou Lillyco RM1) com livre acesso a água.  
Todos os procedimentos foram efectuados de acordo com as normas comunitárias 
relativas à experimentação animal (Directiva 86/699/EC) e nos termos da legislação 
portuguesa (Decreto de lei n.º 1005/92). Os animais permaneceram anestesiados durante 
toda a experiência, procedendo-se à eutanásia com uma injecção letal de 
pentobarbital sódico, em conformidade com a legislação supra-mencionada. 
 
3.2.PROCEDIMENTO PRÉ-CIRÚRGICO 
 
No dia anterior à cirurgia os animais foram submetidos a um jejum de 24 h. Sempre que 
o protocolo experimental o requeria, o período de jejum foi seguido de 1 hora de 
alimentação ad libitum, de forma a maximizar a acção da HISS. Todas as experiências 
começaram entre as 9:00 e as 10:00h. 
A metodologia adoptada foi a descrita por Lautt et al. em 1998. Os animais foram 
anestesiados por via intraperitoneal com pentobarbital sódico (65 mg/kg). O 
pentobarbital sódico foi o fármaco utilizado uma vez que induz a anestesia sem ter efeitos 
marcados na actividade do sistema nervoso autónomo (Best et al., 1984; Taborsky et al., 
1984), na hemodinâmica esplâncnica (Kvietys et al., 1982) e na absorção de nutrientes 
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(Yuasa et al., 1993), minimizando assim a introdução de artefactos na avaliação da 
sensibilidade à insulina (Penicaud et al., 1987). 
A opção pelo pentobarbital prendeu-se ainda com o facto de ter sido demonstrado 
que a sensibilidade à insulina dependente da HISS não sofre alterações após anestesia 
com este fármaco (Latour et al., 2002). Os mesmos autores observaram que, tanto a 
regulação fisiológica, como a manipulação farmacológica da acção da HISS não 
apresentavam diferenças nos ratos anestesiados com pentobarbital comparativamente 
a animais conscientes.  
 
3.3. PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 
 
O procedimento cirúrgico consistiu em efectuar uma traqueostomia, seguida da 
montagem de um circuito vascular extra corporal para a recolha de amostras de sangue 
arterial e para a perfusão sistémica de fármacos, na veia jugular. Sempre que o protocolo 
incluía administrações intraportais de substâncias, cateterizou-se a veia porta. 
 
3.3.1. Traqueostomia 
 
Foi realizada uma traqueostomia, de forma a manter a respiração espontânea 
durante a experiência, através da inserção na traqueia de um tubo de polietileno (PE240, 
Intramedic, Beckton and Dickinson) com cerca de 20 mm. 
 
3.3.2 O Circuito Arterio-Venoso 
 
O circuito arterio-venoso é um shunt vascular extra corporal, representado 
graficamente na figura 3.1, que permite a recolha de amostras de sangue arterial, facilita 
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a perfusão intravenosa de fármacos e possibilita a medição das pressões venosa e 
arterial em animais de pequeno porte.  
 
Figura 3.1: O circuito arterio-venoso. Este circuito vascular extra-corporal liga a artéria carótida à 
veia jugular interna, permitindo a recolha rápida de amostras de sangue arterial bem como a 
administração intravenosa de fármacos, por punção da manga de silicone. A monitorização 
contínua da pressão do circuito permite identificar oclusões mecânicas ou oclusões devidas à 
formação de coágulos, tanto no lado arterial como no lado venoso. Figura adaptada de (Lautt et 
al., 1998a) 
 
 
O circuito é constituído por uma manga de silicone de cerca de 10 cm de 
comprimento (MasterFlex Platinum, Cole Parmer) conectada a dois segmentos de tubo 
de polietileno PE 50, de 12 cm cada (Intramedic, Beckton and Dickinson), que 
funcionam como catéteres vasculares. A ligação dos cateteres com a manga de silicone 
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foi feita com um pequeno tubo de polietileno com cerca de 4 mm de comprimento 
(Tygon Micro–Bore .04ID/07OD, Cole Parmer). Utilizou-se fita adesiva para ligar as 
extremidades da manga de silicone de forma a criar uma estrutura em forma de U. No 
meio da manga de silicone inseriu-se um conector em forma de “T”. Na terceira 
extremidade do conector ligou-se um transdutor de pressões arteriais associado a um 
sistema de aquisição de dados Power Lab/8s ADInstruments, para monitorizar 
continuamente a pressão arterial média (PAM) do animal. 
Uma vez que o uso de circuitos vasculares extra corporais aumenta a probabilidade 
de formação de coágulos, o circuito arterio-venoso foi previamente preenchido com 
heparina (200UI/ml). 
Após montagem do circuito vascular, isolaram-se a artéria carótida e veia jugular 
externa sob um microscópio de dissecção (Nikon SMZ-2B) e um sistema de iluminação fria 
(KL750 SCHOTT). A artéria carótida e a veia jugular interna foram cateterizadas com os 
cateteres vasculares do circuito arterio-venoso. Depois da cateterização dos vasos, 
determinou-se a PAM do animal ocluindo-se o lado venoso da manga de silicone com 
um hemostato. A anestesia foi mantida durante a experiência através da perfusão 
contínua de pentobarbital sódico (2 mg/ml, administrado à velocidade de 
0.5 ml/100 g peso corporal/h) no lado venoso do circuito, com a ajuda de uma bomba 
de perfusão (Perfusor fm, B-Braun) e de acordo com as normas de bem estar animal 
(Diehl et al., 2001; Van Zutphen, 2001). Depois de induzida, a anestesia foi testada 
periodicamente durante a experiência recorrendo ao estímulo doloroso da cauda e 
reflexo da pálpebra. A temperatura corporal foi monitorizada durante toda a experiência 
com o auxílio de uma sonda rectal ligada a uma unidade homeotérmica de 
aquecimento (Harvard Apparatus) e mantida a 37.0±0.5 ºC. 
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3.3.3. Cateterização da veia porta 
 
Realizou-se uma laparotomia mediana, seguida do isolamento da veia porta e da 
punção da mesma com um catéter intravenoso (24 g Optiva IV, 19 mm Johnson & 
Johnson). Este catéter foi fixado com cola biológica (Histoacryl, B-Braun) e 
posteriormente conectado com um tubo de polietileno (PE 90, Intramedic, Beckton and 
Dickinson) para permitir a perfusão intraportal de fármacos. 
Após as cateterizações, foi assegurado um período mínimo de estabilização de 30 
minutos antes de ser efectuado qualquer outro procedimento. 
 
3.4. QUANTIFICAÇÃO DA GLICÉMIA 
 
Após o período de estabilização recolheram-se amostras de sangue arterial através de 
punção da manga de silicone, do lado arterial do circuito, com ajuda de uma 
microseringa de 25 µL (YSI Model 1501 Syringepet).  
Foi determinada a glicémia arterial com um analisador de glucose (YSI 1500 Sidekick) 
até serem obtidos três valores estáveis. A média desses três pontos correspondeu ao nível 
de glicémia arterial basal.  
O analisador de glucose YSI 1500 Sidekick é um equipamento desenvolvido para 
laboratórios de investigação biomédica que permite a quantificação rápida da glicémia 
pelo método enzimático do glucose oxidase (GOx). Este aparelho é constituído por uma 
sonda equipada com uma membrana de três camadas que contém o enzima GOx 
imobilizado na camada do meio, como ilustrado na figura 3.2. 
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Figura 3.2: Esquematização da sonda do analisador de glucose. A sonda contém uma 
membrana de três camadas, em que a camada do meio contém o enzima glucose oxidase 
imobilizado. Figura adaptada de (YSI, 2001).   
 
 
A extremidade da sonda, coberta pela membrana, está situada numa câmara 
reaccional. Quando a amostra é injectada na câmara, o substrato é rapidamente 
oxidado pelo enzima imobilizado, levando à síntese de peróxido de hidrogénio (H2O2) e 
de glucono-δ-lactona, de acordo com a reacção (1).  
 
β-D-Glucose + O2                                Glucono-δ-lactona + H2O2              (1) 
           GOx 
 
O H2O2 é, por sua vez, oxidado no eléctrodo de platina produzindo electrões como 
descrito na reacção (2). 
 
 H2O2                                                         2H+ + O2 + 2e-    (2) 
        Ânodo de Platina 
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Quando as velocidades de formação e libertação do H2O2 se tornam constantes, 
atinge-se um equilíbrio dinâmico indicado por uma resposta de estado estacionário. 
Nesta altura o fluxo de electrões produzido é linearmente proporcional à concentração 
de H2O2 e, portanto, proporcional à concentração de glucose.  
O eléctrodo de platina é mantido a um potencial anódico sendo capaz de oxidar 
várias substâncias para além de H2O2. Para evitar que estes agentes redutores 
contribuam para a corrente gerada e detectada pelo sensor, a membrana contém uma 
camada interna que consiste numa película muito fina de acetato de celulose. Esta 
película permite a passagem de H2O2 mas exclui compostos químicos com massa 
molecular superior a 200 Da. A película de acetato de celulose também protege a 
superfície de platina de proteínas, detergentes e outras substâncias que a possam 
danificar.  
 
3.5. O RIST (Teste Rápido de Sensibilidade à Insulina) 
 
A metodologia escolhida para avaliar a sensibilidade à insulina foi o teste rápido de 
sensibilidade à insulina ou RIST.  
Este teste é um clamp euglicémico modificado que apresenta várias características 
vantajosas em termos de desenho experimental. Destaca-se o facto de o RIST ser um 
teste de curta duração (cerca de 35 min), podendo ser realizados até 4 testes no mesmo 
animal, com elevada reprodutibilidade (Lautt et al., 1998a). O RIST permite assim avaliar a 
sensibilidade à insulina antes e após cada tratamento farmacológico, no mesmo animal, 
possibilitando um desenho experimental emparelhado. Para além disso, por ser um teste 
euglicémico não provoca alterações nos níveis de hormonas contra-reguladoras tais 
como glucagina, somatostatina e catecolaminas, permitindo uma avaliação exclusiva 
da acção da insulina (Xie et al., 1995a). Uma outra vantagem, já referida anteriormente, 
diz respeito ao facto de o RIST poder ser realizado em animais anestesiados sendo os 
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resultados independentes da anestesia com pentobarbital sódico (Latour et al., 2002). As 
vantagens do RIST comparativamente a outros métodos de avaliação da sensibilidade à 
insulina serão abordadas mais detalhadamente no capítulo 8 (Discussão Geral). 
O RIST iniciou-se com a perfusão de um bólus de insulina 50 mU/kg/min durante 5 
minutos (velocidade de perfusão de 6 ml/h, correspondendo a um volume de 0.5 ml 
perfundido durante 5 min) após a determinação do nível basal de glicémia. Ao primeiro 
minuto após o início da perfusão de insulina, efectuou-se a primeira colheita de sangue 
arterial para determinação da glicémia. Simultaneamente iniciou-se a perfusão da 
solução de glucose 100 mg/ml, a uma velocidade correspondente a 5 mg 
glucose/kg/min. 
Com base nas concentrações de glucose arterial medidas em intervalos de 2 minutos, 
a velocidade de perfusão de glucose foi ajustada de forma a manter a euglicémia 
relativamente ao valor basal determinado antes do início do RIST. O RIST deu-se por 
concluído quando os níveis de glucose arterial retomaram o valor inicial, sem que fosse 
necessário continuar a perfundir glucose (Lautt et al., 1998a). 
A quantidade total de glucose perfundida (mg/kg) durante o período de duração do 
teste foi designada por RIST Index e corresponde à área sob a curva traçada pela 
perfusão variável de glucose (Lautt et al., 1998a). O RIST Index foi o parâmetro utilizado 
para avaliar a sensibilidade à insulina e pode ser representado tanto como perfil 
dinâmico como sob a forma de gráfico de barras. Na figura 3.3 apresenta-se um perfil 
típico de um RIST. 
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Figura 3.3: Perfil típico de um RIST ao longo do tempo. Foi estabelecida a linha basal de 
euglicémia através de leitura de amostras de sangue arterial com intervalos de 5 min. De seguida 
foi perfundida insulina 50 mU/kg, durante 5 min, por via intravenosa. Ao minuto 1 iniciou-se a 
perfusão de glucose (5 mg/kg/min) e recolheu-se a primeira amostra de sangue arterial para 
determinação da glicémia. Com base nas concentrações arteriais de glucose medidas de 2 em 2 
min ajustou-se a perfusão de glucose para manter a euglicémia. A quantidade total de glucose 
perfundida ao longo do teste (mg glucose/kg) corresponde à área sob a curva representada e foi 
designada por RIST Index. O RIST Index é o parâmetro utilizado para avaliar a sensibilidade à 
insulina. Figura adaptada de (Lautt et al., 1998a).  
 
 
Após a conclusão do teste foi administrado um suplemento de fluidos de 0,5 ml de soro 
fisiológico e heparina. Monitorizou-se a PAM e seguiu-se um período de reestabilização do 
animal, de cerca de 30 min. 
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3.6. ADMINISTRAÇÃO DE FÁRMACOS 
 
A administração de fármacos foi efectuada através de punção da manga de silicone 
do lado venoso do circuito vascular, no caso das administrações por via intravenosa (iv), 
e através do catéter inserido na veia porta, no caso das administrações intraportais (ipv). 
A utilização destes dois modos de administração teve em vista a identificação da 
contribuição do fígado para a resposta aos fármacos em estudo, comparativamente à 
administração no circuito vascular, considerada uma administração sistémica.  
As velocidades de perfusão foram escolhidas com base em testes preliminares 
realizados com soro fisiológico. Observou-se que, para administrações intraportais, a 
perfusão de soro fisiológico a uma velocidade de 1 ml/h não induzia alterações 
metabólicas ou hemodinâmicas nos animais. Para administrações feitas através do 
circuito arterio-venoso, constatou-se que velocidades de perfusão até 6 ml/h não 
modificavam quer os valores de PAM, quer os valores de glicémia. Todas as perfusões de 
fármacos foram realizadas utilizando bombas de perfusão Perfusor fm da B-Braun. 
A partir do momento em que se iniciaram as perfusões intravenosas, as experiências 
tiveram a duração máxima de 3 h. A quantidade média de anestésico, glucose, insulina 
e fármacos perfundida nestes animais foi de cerca de 1ml/100g peso corporal/h, valor 
que está de acordo com o recomendado para compensar as perdas hídricas pela 
intervenção cirúrgica e pela recolha de amostras de sangue (entre 1 e 
1,5 ml/100g peso corporal/h) (Akerstrom et al., 1989; Diehl et al., 2001; Van Zutphen, 2001).  
 Após as manipulações farmacológicas estabeleceu-se um novo nível de glucose 
arterial basal e foi realizado um novo RIST para avaliar o efeito do fármaco na 
sensibilidade à insulina. 
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3.7. QUANTIFICAÇÃO DE GLUTATIONO HEPÁTICO 
 
Sempre que o protocolo o requeria, o lóbulo médio do fígado foi dissecado e 
armazenado em azoto líquido (-180 ºC) no final das experiências. O glutationo hepático 
foi quantificado usando o método do peroxidase-redutase descrito por Marinho et al., no 
qual foram introduzidas algumas modificações (Marinho et al., 1997). 
Este método quantifica o glutationo hepático total. O princípio da técnica consiste em 
oxidar todo o glutationo presente no fígado, utilizando o enzima GSH peroxidase, sendo 
avaliada espectrofotometricamente a sua redução de volta a GSH, através do consumo 
de fosfato de dinucleótido de adenina e nicotinamida reduzido (NADPH), num passo 
catalisado pelo enzima GSSG redutase, de acordo com a reacção (3): 
 
  2 GSH + H2O2                       GSSG  +   H2O    (3) 
 
                          
                  2 GSH  +  NADP+ 
 
A amostra de fígado foi triturada num almofariz tendo o cuidado de adicionar 
constantemente azoto líquido, de modo a evitar o descongelamento. Uma vez 
pulverizada, a amostra foi pesada num gobelet previamente tarado contendo 1.5 ml de 
ácido meta-fosfórico (HPO3) 10 % (p/v). Em seguida homogeneizou-se a amostra com a 
ajuda de um homogeneizador Potter-Ehlvejem Pellet-Pestle da Sigma-Aldrich.   
O homogenato foi centrifugado a 30000 g durante 20 minutos numa ultra-centrífuga 
L8-70 Beckman, com um rotor 70.1 Ti, a 4 ºC. Recolheu-se o sobrenadante e neutralizou-se 
com hidróxido de potássio (KOH) 2 M. Adicionou-se glutationo peroxidase (15 U/g de 
fígado) e 5µl de H2O2 ao sobrenadante neutralizado e a mistura foi incubada durante 30 
minutos a 30 ºC. Parou-se a reacção com 250 µl de HPO3 10 % (p/v) a 0 ºC.  
GSSG 
redutase 
GSH peroxidase 
H+ + NADPH 
λ= 340nm 
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O doseamento espectrofotométrico do GSSG foi realizado através da monitorização 
do consumo de NADPH a 340 nm utilizando um espectrofotómetro Beckman DU 650. Para 
isto adicionou-se a uma cuvette 2 ml de tampão fosfatos de potássio 0.25 M (pH 7.4), 200 
µl de sobrenadante e 10 µl de NADPH 7.5 mM. Determinou-se a absorvância basal da 
solução a este comprimento de onda. Posteriormente adicionou-se 20 µl de GSSG 
redutase (47 U/g de fígado) e quantificou-se o decréscimo de absorvância devido à 
oxidação do NADPH pelo GSSG redutase. Foi realizado um ensaio em branco para 
avaliar a oxidação espontânea do NADPH. 
 
3.8. MÉTODOS ESTATÍSTICOS 
 
Os valores apresentados ao longo deste trabalho correspondem a médias ± erro 
padrão da média (SEM).  
A significância da diferença entre os valores médios foi calculada através de testes 
não paramétricos de Wilcoxon ou Mann-Whitney consoante o desenho experimental 
fosse emparelhado ou não emparelhado, respectivamente, ou através de testes de 
Kruskall- Wallis ou testes de Friedman, seguido de teste de Dunns, quando aplicáveis.  
Para valores de p <0.05 considerou-se a existência de diferenças estatisticamente 
significativas. Utilizou-se o programa GraphPad Prism versão 4.0 para a elaboração dos 
gráficos e tratamento estatístico dos dados. Os gráficos dos perfis dinâmicos dos RISTs 
foram realizados no programa Excel. 
 
3.9. REAGENTES E SOLUÇÕES 
 
A D-glucose, sulfato de atropina, nitroprussiato de sódio (SNP), N-nitro-L-arginina metil 
éster (L-NAME), 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1), cloreto de acetilcolina, 
azul de metileno (AM), 1H- [1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ), L-butionina 
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sulfoximina (BSO), GSH peroxidase, GSSG redutase, NADPH, HPO3, H2O2, S-nitrosoglutationo 
(GSNO) e S-nitrosoacetilpenicilamina (SNAP) foram adquiridos à SIGMA-Aldrich Chemical 
Co., Portugal.  
A solução de pentobarbital sódico-Eutasil foi adquirida à Sanofi Veterinária, Portugal. 
A heparina, NaCl 0.9 %, e a cola biológica (Histoacryl) foram adquiridos à B-Braun, 
Portugal. A insulina - Humulin da Lilly, Portugal. O éster monoetilo de glutationo (GSH-E) foi 
adquirido à Bachem, Suiça. Todos os reagentes eram do maior grau de pureza existente 
no mercado.  
Todas as soluções foram preparadas em solução de NaCl 0.9 % com excepção das 
soluções de ODQ e SNAP que foram preparadas em etanol 1 % (v/v). 
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4. A INTERRUPÇÃO DA VIA DE TRANSDUÇÃO DE SINAL 
ACh/NO/GMPc NO FÍGADO INDUZ RESISTÊNCIA À INSULINA 
 
4.1. INTRODUÇÃO 
 
Embora esteja já demonstrado o papel crucial dos nervos parassimpáticos hepáticos 
(Xie et al., 1994; Xie et al., 1995a) e do NOS hepático(Sadri et al., 1998; Sadri et al., 1999) 
na modulação da sensibilidade à insulina, continua por esclarecer qual a sequência de 
eventos moleculares que conduzem à libertação da HISS. A questão torna-se 
especialmente pertinente uma vez que, apesar de extensamente descrito na literatura 
que a ligação de ACh a receptores muscarínicos conduz à síntese de NO, existem 
sistemas fisiológicos - nomeadamente o sistema nervoso central (Leonard et al., 1997) e o 
sistema nervoso entérico (Smith et al., 1998)- em que os papéis se invertem, passando o 
NO sintetizado pelo NOS a modular a libertação de ACh pelos terminais colinérgicos.  
Com o intuito de esclarecer a via de sinalização que conduz à síntese da HISS, avaliou-se 
se a activação do NOS hepático é uma consequência da activação dos nervos 
parassimpáticos hepáticos ou se, pelo contrário, constitui um passo a montante na via de 
sinalização, sendo o NO o sinal para a libertação de ACh no fígado.  
Um outro ponto ainda por esclarecer, na via de síntese da HISS, diz respeito a 
potenciais receptores para o NO produzido pelo fígado. Ignarro et al. demonstraram que 
um dos alvos-chave deste radical é o grupo heme do enzima guanilato ciclase que se 
encontra envolvido em vários processos mediados pelo NO, tais como os que ocorrem no 
relaxamento do músculo liso (Palmer et al., 1988), na inibição da agregação plaquetária 
(Radomski et al., 1991) e na sinalização neuronal (Ignarro et al., 1990). O GC é assim um 
candidato natural a receptor do NO na via de sinalização da HISS. 
Neste capítulo testou-se a hipótese de que o NO hepático envolvido na libertação da 
HISS é sintetizado em resposta à ligação de ACh a receptores muscarínicos no fígado. 
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Comparou-se assim o efeito de diferentes dadores de NO e de um agonista colinérgico 
na reversão da resistência à insulina induzida, quer por bloqueio dos receptores 
muscarínicos, como por inibição do NOS. Avaliou-se ainda o papel do GC na libertação 
da HISS recorrendo a inibidores deste enzima. 
 
4.2. PROTOCOLOS 
 
Os animais foram sujeitos a um jejum de 24 h, seguido de um período de 1 hora de livre 
acesso à comida, de forma a maximizar a acção da HISS. Desta forma, todos os 
protocolos foram realizados em animais no estado pós-prandial. 
Foi realizado o procedimento cirúrgico tal como descrito no capítulo 3.3. Nos 
protocolos que envolveram a infusão intraportal de fármacos foi necessário cateterizar a 
veia porta. A sensibilidade à insulina foi avaliada utilizando o RIST, descrito previamente 
no capítulo 3.5. A temperatura corporal dos animais e os valores de PAM foram registados 
periodicamente durante as experiências. 
 
4.3. RESULTADOS 
 
4.3.1.Efeito do inibidor do NOS hepático, L-NAME, na resistência à insulina ao longo do 
tempo 
 
Foram realizadas experiências preliminares para determinar qual a duração da 
resistência à insulina induzida pelo antagonista do NOS, L-NAME, administrado numa dose 
de 1 mg/kg por via intraportal.  
Realizou-se um RIST controlo, e em seguida administrou-se um bólus de 0.4 ml de 
L-NAME 1 mg/kg na veia porta. Determinou-se o nível de glucose arterial basal e realizou-
se um RIST após L-NAME. Depois de um período de estabilização de cerca de 30 min 
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realizaram-se RISTs consecutivos com o intuito de medir a duração da acção desta dose 
de L-NAME na sensibilidade à insulina. 
Observou-se um aumento na PAM após a administração de L-NAME de 
119.3±4.0 mmHg para 141.4±3.2 mmHg (p <0.01, n=5). Os valores de glicémia basal 
variaram entre 109.6±3.6 mg/ml e 104.5±3.9 mg/ml. 
Os resultados relativos aos valores de RIST Index obtidos encontram-se representados 
graficamente na figura 4.1. 
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Figura 4.1: Efeito da administração intraportal de L-NAME 1 mg/kg no RIST Index ao longo do 
tempo. O L-NAME diminuiu o RIST Index, tendo sido observado um efeito máximo aos 90 min, com 
uma redução de 59.5±4.3 % da sensibilidade à insulina. A partir  dos 90 min o valor do RIST Index 
mostrou uma tendência para aumentar. Teste de Friedman, n=5, p <0.01 seguido de teste de Dunns 
**= p <0.01 em relação ao controlo. 
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O RIST Index controlo foi de 202.4±11.1 mg glucose/kg. Cerca de 30 min após a 
administração de L-NAME o valor do RIST Index foi de 139.8±26.7 mg glucose/kg, o que 
representou um decréscimo da sensibilidade à insulina de 28.9±14.9 %. Após 90 min o RIST 
foi de 80.2±6.1 mg glucose/kg com uma inibição de 59.5±4.3 % da sensibilidade à insulina 
(p <0.01, n=5). Ao fim de 140 min o valor do RIST Index foi de 97.3±24.0 mg glucose/kg, o 
que correspondeu a uma inibição de 50.7±12.9 %. Finalmente, ao fim de 180 min, o RIST 
Index atingiu valores de 112.8±17.7 mg glucose/kg, sendo a inibição de 43.4±9.8 %. 
Com base nos resultados destas experiências, foi escolhido um intervalo de tempo 
após administração de L-NAME que permitisse a realização de dois RISTs durante o tempo 
de inibição máxima da sensibilidade à insulina dependente da HISS. Determinou-se que o 
tempo adequado para o início do primeiro RIST após L-NAME era de 60 min. 
  
4.3.2. Efeito de dadores de NO na resistência à insulina que se observa após a inibição 
do NOS hepático 
 
 Esta série de experiências pretendeu determinar qual o dador de NO mais eficaz na 
reversão da resistência à insulina dependente da HISS induzida pelo antagonismo do NOS 
hepático. Para isso utilizaram-se dois dadores de NO, quimicamente distintos.  
Os dadores de NO escolhidos foram o 3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina (SIN-1), 
que liberta simultaneamente NO e O2-• (Schrammel et al., 1998), e o nitroprussiato de 
sódio (SNP) que liberta exclusivamente NO de forma espontânea na corrente sanguínea 
(Feelisch et al., 1987). 
Para determinar se o fígado seria o órgão alvo na modulação da sensibilidade à 
insulina pelo NO, foram comparados os efeitos observados após perfusão de SIN-1 e de 
SNP por via intraportal e por via intravenosa. 
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4.3.2.1. SIN-1 (3-hidrocloreto de morfolinosidnonimina)  
 
Efectuou-se um RIST controlo, seguido de um RIST realizado 60 min após administração 
de L-NAME (1 mg/kg) em bólus de 0.4 ml, por via intraportal. Após o segundo RIST, 
administrou-se um bólus de 0.4 ml de SIN-1 (5 mg/kg), por via intraportal ou por via 
intravenosa, e estabeleceu-se um segundo nível de glucose arterial basal. A dose de 
SIN-1 foi escolhida com base em experiências previamente realizadas (Sadri et al., 1999). 
Realizou-se um terceiro RIST após administração de SIN-1. 
O SIN-1, administrado por via intraportal, reduziu significativamente os valores da PAM 
de 116.0±4.9 mmHg para 70.0±3.2 mmHg (p <0.001, n=5) e provocou um aumento na 
glicémia basal de 110.5±6.0 mg/ml para 137.2±10.1 mg/ml (p <0.05, n=5). O efeito da 
administração intravenosa do fármaco foi muito semelhante, quer no valor de PAM (de 
120.8±5.4 mmHg para 80.8±6.5 mmHg, p <0.001, n=4), quer no valor da glicémia (de 
121±3.4 mg/ml para 139.2±9.7 mg/ml, p <0.05, n=4). Tanto a PAM como a glicémia 
mantiveram-se estáveis ao longo do RIST. 
Os valores de RIST Index obtidos nesta série de experiências estão representados 
graficamente na figura 4.2. 
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CONTROLO L-NAME 1 mg/kg IPV SIN-1 5 mg/kg IPV CONTROLO L-NAME 1 mg/kg IPV SIN-1 5 mg/kg IV
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Figura 4.2: A administração intraportal (ipv) de L-NAME 1 mg/kg reduziu significativamente o RIST 
Index nos dois grupos de animais estudados. A administração ipv de SIN-1 5 mg/kg reverteu o valor 
do RIST para valores idênticos aos do RIST controlo (Teste de Friedman, n=5, p <0.001). A 
administração intravenosa (iv) do fármaco não reverteu a resistência à insulina induzida pelo 
L-NAME (Teste de Friedman, n=4, p <0.05). Teste de Dunns *=p <0.05 em relação ao controlo. 
 
 
No primeiro grupo de animais o valor do RIST Index foi de 271.3±37.6 mg glucose/kg. 
Após administração de L-NAME o valor do RIST Index decresceu para 
152.2±21.30 mg glucose/kg (p <0.05, n=5), diminuindo a sensibilidade à insulina em 
43.4±2.1 %. O SIN-1 (5 mg/kg), administrado por via intraportal, aumentou o RIST Index 
para 321.7±44.7 mg glucose/kg.  
No segundo grupo de animais o valor do RIST Index controlo foi de 
225.3±27.3 mg glucose/kg, tendo decrescido para 152.3±7.1 mg glucose/kg (p <0.05, n=4) 
após administração de L-NAME com uma inibição da sensibilidade à insulina de 
37.0±7.7 %. Não se observaram alterações no valor do RIST Index após administração de 
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SIN-1 5 mg/kg por via intravenosa (152.8±13.1 mg glucose /kg, p <0.05, n=4, em relação 
ao controlo).  
 
Na figura 4.3 estão representados os perfis dinâmicos dos RISTs obtidos na situação 
controlo, após a administração intraportal de L-NAME 1 mg/kg e após a administração 
intraportal de SIN-1 5 mg/kg, numa experiência padrão. Observou-se que a 
administração intraportal de L-NAME reduziu significativamente o RIST Index. A 
administração ipv de SIN-1 reverteu o valor do RIST para valores superiores ao do RIST 
controlo, com uma duração média superior e um pico de acção com maior magnitude. 
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Figura 4.3: Perfis dinâmicos dos RISTs controlo, após L-NAME e após SIN-1 intraportal (ipv) numa 
experiência realizada num animal deste grupo. Observou-se que a administração de SIN-1 reverteu 
a inibição da sensibilidade à insulina induzida pelo inibidor do NOS, L-NAME, dando origem a um 
RIST com uma duração média superior e um pico de acção com maior magnitude em relação ao 
do RIST controlo. 
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4.3.2.2. SNP (nitroprussiato de sódio)  
 
Realizou-se um RIST controlo, seguido de um segundo RIST realizado 60 min após 
administração de L-NAME 1 mg/kg em bólus de 0.4 ml, por via intraportal. Depois do 
período de estabilização, administrou-se SNP 0.5 mg/kg por via intraportal ou por via 
intravenosa (perfusão contínua durante todo o RIST a 1 ml/h), até se obter um novo nível 
de glicémia basal para se realizar um terceiro RIST.  
A dose de SNP 0.5 mg/kg foi escolhida com base em ensaios de dose – resposta, 
medida em termos de decréscimo na PAM, realizados preliminarmente no laboratório. 
Com a dose de 0.5 mg/kg de SNP obteve-se um decréscimo na PAM de magnitude 
semelhante ao observado após administração de SIN-1 5 mg/kg. A administração foi feita 
em perfusão contínua uma vez que o tempo de semi-vida do SNP é muito curto (Schulz, 
1984). 
A acção hemodinâmica do SNP, administrado por via intraportal, foi semelhante à 
observada anteriormente com o dador de NO, SIN-1, sendo que a PAM diminuiu de 
122.5±2.5 mmHg para 85.0±5.6 mmHg (p <0.001, n=6). A glicémia basal aumentou de 
108.5±5.2 mg/ml para 129.3±3.8 mg/ml (p <0.01, n=6) após administração do fármaco. A 
PAM regressou aos valores basais no final da experiência, após paragem da perfusão de 
SNP. 
Na figura 4.4 estão representados graficamente os valores de RIST Index obtidos nesta 
série de experiências. 
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Figura 4.4: A administração intraportal (ipv) de L-NAME 1 mg/kg reduziu significativamente o RIST 
Index. A administração de SNP 0.5 mg/kg não reverteu o valor do RIST, quer quando administrado 
ipv (Teste de Friedman, n=6, p< 0.01), quer iv (Teste de Friedman, n=5, p<0.05). Teste de Dunns *= 
p<0.05 em relação ao controlo. 
 
 
Na série de experiências em que se administrou SNP 0.5 mg/kg por via intraportal, o 
valor do RIST Index controlo foi de 300.7±13.5 mg glucose/kg. A administração de L-NAME 
reduziu significativamente o valor para 157.9±8.4 mg glucose/kg para (p <0.05, n=6). A 
inibição foi de 47.0±3.4 %. A administração intraportal de SNP conduziu a um RIST Index de 
142.5±15.8 mg glucose/kg, valor que não tem diferença estatisticamente significativa do 
RIST Index após administração de L-NAME.  
Na segunda série de experiências, o RIST Index controlo foi de 212.8±15.1 mg 
glucose/kg, tendo diminuído para 135.0±14.7 mg glucose/kg (p <0.05, n=5) após 
administração intraportal de L-NAME, o que corresponde a uma inibição de 32.8±5.9 % da 
acção da insulina. O RIST Index após perfusão de SNP 0.5 mg/kg por via intravenosa foi de 
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125.2±34.1 mg glucose/kg, valor que não é significativamente diferente do valor do RIST 
após L-NAME. 
 
4.3.3. Efeito do dador de NO, SIN-1 na resistência à insulina que se observa após 
inibição dos receptores muscarínicos  
 
Sendo o SIN-1 o dador de NO que mostrou ter maior eficácia na reversão da inibição 
da HISS induzida pelo L-NAME, testou-se a sua capacidade de reversão da resistência à 
insulina induzida por inibição dos receptores muscarínicos com atropina, numa dose de 
3mg/kg. 
Realizou-se um RIST controlo, seguido de um RIST após administração de atropina 
3 mg/kg, durante 5 min, por via intravenosa. Está descrito que esta dose de atropina 
bloqueia totalmente a acção da HISS, uma vez que mimetiza a resistência à insulina 
observada após desnervação cirúrgica do plexo hepático anterior (Xie et al., 1994). 
Em seguida, administrou-se um bólus de 0.4 ml do dador de NO, SIN-1, por via 
intraportal, numa dose de 5 mg/kg ou numa dose de 10 mg/kg. Após estabelecer novo 
nível basal de glicémia arterial, realizou-se um terceiro RIST para avaliar o efeito do SIN-1 
na resistência à insulina induzida pela atropina. 
Observou-se que a administração de 5 mg/kg de SIN-1 por via intraportal reduziu 
significativamente os valores da PAM de 135.0±15.0 mmHg para 65.0±9.2 mmHg (p <0.001, 
n=6) e provocou um aumento na glicémia basal de 117.3±3.3 mg/ml para 
127.7±10.4 mg/ml (p <0.05, n=6). Os efeitos da administração do SIN-1 na PAM (de 
130.0±5.3 mmHg para 69.2±1.5 mmHg (p <0.001,n=6) e na glicémia (de 127.3±7.8 mg/ml 
para 140.7±9.5 mg/ml, p <0.05, n=6) foram semelhantes para a dose de 10 mg/kg.  
Os resultados representados graficamente na figura 4.5 representam os valores de RIST 
Index obtidos. 
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CONTROLO ATROPINA 3 mg/kg IV SIN-1 5 mg/kg IPV CONTROLO ATROPINA 3 mg/ kg IV SIN-1 10 mg/kg IPV
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Figura 4.5: A administração intravenosa (iv) de atropina 3 mg/kg reduziu significativamente o RIST 
Index em ambos os grupos. A administração intraportal (ipv) de SIN-1 numa dose de 5 mg/kg não 
reverteu   valor do RIST Index para valores controlo (Teste de Friedman, n=6, p< 0.01), enquanto que 
a dose de 10 mg/kg reverteu totalmente a inibição da sensibilidade à insulina induzida pela 
atropina,(Teste de Friedman, n=6, p< 0.05).  **=p <0.001; *= p <0.05 em relação ao controlo (Teste de 
Dunns). 
 
 
O RIST controlo para esta série de experiências foi de 212.1±19.8 mg glucose/kg. Após 
administração intravenosa de atropina o valor do RIST decresceu para 
131.3±14.7 mg glucose/kg (p <0.01, n=6), o que correspondeu a uma inibição de 
37.5±4.0 % do RIST Index. Após administração intraportal de SIN-1 5 mg/kg constatou-se 
que o RIST Index passou a ser 147.1±23.6 mg glucose/kg (p <0.05 vs RIST controlo, n=6). 
Num segundo grupo de animais, a administração de atropina reduziu o RIST Index de 
257.1±21.1 mg glucose/kg para 145.2±11.0 mg glucose/kg (p <0.01, n=6), correspondendo 
a uma inibição de 43.3±1.8 %. A administração intraportal de SIN-1 numa dose mais 
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elevada (10 mg/kg) reverteu o RIST Index para valores controlo 
(288.3±15.5 mg glucose/kg).  
Na figura 4.6 estão representados os perfis dinâmicos dos RISTs obtidos na situação 
controlo, após a administração de atropina 3 mg/kg e após administração intraportal de 
SIN-1 na dose de 10 mg/kg para uma experiência padrão. Observou-se que a atropina 
reduziu a magnitude do pico de acção hipoglicemiante, reduzindo também a duração 
do RIST. A administração de SIN-1 originou um perfil dinâmico mais aproximado ao do RIST 
controlo, mas com maior magnitude e duração de acção. 
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Figura 4.6: Perfis dinâmicos dos RISTs controlo, após atropina iv e após SIN-1 intraportal numa 
experiência realizada num animal representativo deste grupo. Observou-se que a administração de 
SIN-1 reverteu a inibição da sensibilidade à insulina induzida pela atropina dando origem a um RIST 
com perfil mais aproximado ao do RIST controlo. 
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4.3.4. Efeito da ACh na resistência à insulina que se observa após inibição do NOS 
hepático 
 
Foi realizado um RIST controlo, seguido de um segundo RIST 60 min após administração 
de L-NAME (1 mg/kg por via intraportal), de forma a inibir a componente da acção da 
insulina dependente da HISS.  
Posteriormente administrou-se uma solução de cloreto de ACh por via intraportal, 
sendo a taxa de administração do fármaco de 2.5 µg/kg/min ou de 5 µg/kg/min. Este 
fármaco foi administrado continuamente durante o RIST, a uma velocidade de perfusão 
de 1 ml/h uma vez que o cloreto de ACh é rapidamente inactivado no organismo 
(Osswald, 2000). 
A administração intraportal de ACh, na dose mais elevada (taxa da administração de 
5 µg/kg/min), não alterou significativamente nem a PAM (111.3±8.5 mmHg para 
105.0±10.21 mmHg), nem a glicémia basal (121.2±6.72 mg/ml antes da perfusão de ACh 
5 µg/kg/min e 125.2±3.7 mg/ml após a perfusão do fármaco). 
A representação gráfica dos valores de RIST Index obtidos nesta série de experiências 
encontra-se na figura 4.7. 
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Figura 4.7: A administração intraportal de L-NAME 1 mg/kg reduziu significativamente o RIST Index 
em ambos os grupos de animais testados. A administração intraportal de ACh não reverteu a 
inibição da sensibilidade à insulina induzida pelo L-NAME, tanto na dose 2.5 µg/kg/min (Teste de 
Friedman, n=7, p <0.01) como na dose de 5 µg/kg/min (Teste de Friedman, n=6, p <0.01). Teste de 
Dunns **= p<0.01; *= p<0.05  em relação ao controlo. 
 
 
No primeiro grupo de animais, a administração intraportal de L-NAME reduziu o RIST 
Index de 256.0±20.3 mg glucose/kg para 134.4 ± 8.9 mg glucose/kg (p <0.01, n=7). Este 
decréscimo implicou uma inibição de 49.0±3.6 % no índice de sensibilidade à insulina. A 
administração intraportal de ACh a 2.5 µg/kg/min não reverteu o RIST Index para valores 
controlo (137.2±14.8 mg glucose/kg, p <0.05 vs controlo, n=7). 
No segundo grupo de animais o RIST Index controlo foi de 232.4 ± 20.4 mg glucose/kg. 
A administração intraportal de L-NAME inibiu o RIST Index em 49.4±7.9 % (RIST Index após 
L-NAME: 111.6 ± 13.9 mg glucose/kg, p <0.05, n=6). A administração intraportal de ACh 
numa taxa duas vezes superior à testada anteriormente (5 µg/kg/min) também não 
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reverteu a resistência à insulina induzida pelo L-NAME, uma vez que o RIST Index foi de 
109.4±11.9 mg glucose/kg (p <0.05 vs controlo, n=6).  
 
4.3.5.Envolvimento do guanilato ciclase na libertação da HISS 
 
A fim de avaliar o envolvimento do GC na via de sinalização da HISS foi realizado um 
RIST controlo seguido de um RIST na presença de azul-de-metileno (AM), um inibidor do 
GC, numa dose de 300 µg/kg (Ming et al., 2000). Para determinar se o fígado seria o 
órgão alvo para este fármaco, foi feita uma comparação entre o efeito observado após 
perfusão de AM por via intraportal e por via intravenosa a uma velocidade de perfusão 
de 1 ml/h durante 10 min (Ming et al., 2000). 
Testou-se ainda o efeito de um inibidor com elevada especificidade para o GC, o 
1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ), na sensibilidade à insulina uma vez 
que o AM é um fármaco pouco selectivo para o GC, podendo também inibir o NOS 
(Hwang et al., 1998). A dose de ODQ foi escolhida com base na literatura (Hwang et al., 
1998). Testou-se o efeito do ODQ 1 µg/kg na sensibilidade à insulina, tendo o fármaco sido 
administrado sob a forma de um bólus de 0.4 ml. Foi realizado um RIST controlo seguido 
de um RIST após a perfusão de ODQ por via intraportal ou por via intravenosa.  
 
4.3.5.1. Azul de metileno 
 
Não se observaram quaisquer efeitos do AM, quer a nível dos valores de PAM, quer a 
nível dos valores de glicémia basal que se mantiveram após a perfusão do fármaco 
(numa situação controlo a PAM e glicémia basal registadas foram respectivamente 
104.7± 3.1 mmHg e 147.7±12.6 mg/ml glucose contra 104.3±2.9 mmHg e 
141.3±11.1 mg/ml glucose após a perfusão de AM). 
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Na figura 4.8 encontra-se a representação gráfica dos resultados obtidos, em termos 
de RIST Index, nesta série de experiências. 
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Figura 4.8: A administração intravenosa (iv) de azul de metileno 300 µg/kg não alterou o RIST 
Index (n=5), enquanto que a administração intraportal (ipv) do fármaco reduziu o RIST Index em 
45.0±5.2 %. Teste de Wilcoxon, n=7; *= p <0.05.  
 
 
O RIST Index controlo na primeira série de experiências foi de 
220.6±17.3 mg glucose/kg. O AM administrado por via intravenosa não alterou RIST Index 
que foi 202.7±22.1 mg glucose/kg (n=5). 
Por sua vez, a administração intraportal de AM reduziu o RIST Index de 
220.1±17.6 mg glucose/kg para 127.5±7.4 mg glucose/kg (p <0.05, n=7). A inibição no 
valor do RIST foi de 45.0±5.2 %. 
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4.3.5.2. ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona)  
 
Para testar os efeitos do inibidor específico do guanilato ciclase, ODQ, foi necessário 
avaliar o efeito da perfusão de uma solução de etanol 1 % na sensibilidade à insulina, 
uma vez que o ODQ foi solubilizado numa solução de 1 % etanol em soro fisiológico. Para 
isto, realizou-se um RIST controlo seguido de um novo RIST após perfusão de um bólus de 
etanol 1 % (0.4 ml) por via intraportal (n=5) ou por via intravenosa. O RIST Index não sofreu 
alterações significativas após a administração de 0.3 ml/kg de etanol 1 %, quer quando a 
administração foi realizada por via intraportal (de 209.7 ±15.5 mg glucose/kg para 
182.4±15.0 mg glucose/kg, n=5), quer por via intravenosa (de 253.3 ±25.5 mg glucose/kg 
para 224.3 ± 15.5 mg glucose/kg, n=3). 
Não se observaram quaisquer efeitos do ODQ, quer a nível dos valores de PAM, quer a 
nível dos valores de glicémia basal. 
Na figura 4.9 encontram-se representados os RIST Index obtidos nesta série de 
experiências. 
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Figura 4.9: A administração intravenosa (iv) de ODQ 1µg/kg não alterou o RIST Index (n=7), 
enquanto que a administração intraportal (ipv) do fármaco reduziu significativamente o RIST Index. 
Teste de Wilcoxon, n=5, *= p<0.05.  
 
 
  A administração intravenosa do ODQ alterou o RIST Index de 
198.9±10.9 mg glucose/kg para 180.1± 9.2 mg glucose/kg, o que não foi estatisticamente 
significativo  (n=7). Por outro lado, a administração intraportal de ODQ 1 µg/kg reduziu a 
sensibilidade à insulina de 237.6±18.6 mg glucose/kg para 111.7 ± 6.2 mg glucose/kg 
(p <0.05, n=5), conduzindo a uma inibição de 51.0 ± 6.8 % da sensibilidade à insulina.  
 
4.4. DISCUSSÃO 
 
O objectivo deste estudo foi clarificar o papel da ACh, do NO e do clássico efector do 
NO, o enzima guanilato ciclase, na via de sinalização que conduz à libertação da HISS.   
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Observou-se que a administração intraportal de ACh não reverteu a resistência à 
insulina dependente da HISS induzida por bloqueio da síntese de NO no fígado. Por outro 
lado, a administração intraportal de SIN-1, ao contrário do SNP, restaurou a acção da 
HISS tanto após antagonismo dos receptores muscarínicos hepáticos, como após inibição 
do NOS hepático. Os resultados sugerem que a síntese hepática de NO é um passo a 
jusante da activação de receptores muscarínicos pela ACh na via de sinalização da HISS 
e que o dador de NO, SIN-1, é o mais indicado para reverter a resistência à insulina 
dependente da HISS em ratos.  
Por fim, constatou-se ainda que a inibição do guanilato ciclase hepático induziu 
resistência à insulina semelhante à observada após bloqueio da HISS, sugerindo que este 
enzima está envolvido na modulação da sua síntese/secreção. 
 
Considerações Metodológicas 
 
Um dos dadores de NO utilizados nesta série de experiências foi o nitroprussiato de 
sódio. Este fármaco tem uma semi-vida muito curta (Schulz, 1984), o que obrigou a que a 
sua administração fosse realizada de forma contínua ao longo de todo o RIST.  
Está descrito que o SNP apresenta toxicidade, resultante da conversão do 
nitroprussiato em cianeto e tiocianato, sendo a LD50 para ratos de 11 mg/kg (Yamamoto, 
1992). Nas experiências realizadas neste trabalho a dose de SNP foi de 0.5 mg/kg, muito 
abaixo do valor de LD50 supra-referido. 
Observou-se que a dose de SIN-1 necessária para reverter a resistência à insulina 
induzida pela atropina 10 mg/kg foi mais elevada do que a dose utilizada para restaurar 
a acção da HISS após administração de L-NAME (5 mg/kg). Embora não se possa 
avançar uma explicação para este facto, é possível que a administração de atropina 
tenha provocado uma diminuição do nível basal de GMPc intracelular, tornando-se 
necessário administrar uma dose mais elevada de SIN-1 para repor os níveis intracelulares 
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de GMPc. Esta hipótese tem como base o facto de a atropina aumentar a 
concentração intracelular de AMPc, uma vez que bloqueia o tónus inibitório muscarínico 
no sistema do adenilato ciclase (Westlind-Danielsson et al., 1990). O aumento dos níveis 
intracelulares de AMPc promove a estimulação de fosfodiesterases do GMPc através de 
cross-talk entre estes dois segundos mensageiros, resultando na diminuição dos níveis 
intracelulares de GMPc (Bellamy et al., 2001). Estas premissas sustentam a hipótese de que 
a administração de atropina provocou um decréscimo na concentração basal de GMPc 
intracelular, sendo necessária uma dose mais elevada de SIN-1 para repor os níveis 
óptimos de GMPc necessários para a síntese da HISS. 
Um outro aspecto crítico deste estudo prende-se com a utilização do fármaco AM 
para elucidar o papel do GC na acção da HISS. Devido à controvérsia na literatura em 
relação à especificidade deste fármaco para o GC, e uma vez que alguns autores 
sugeriam que o AM também possuía efeitos parassimpaticolíticos e antagonistas do NOS 
(Mayer et al., 1993), seleccionou-se o ODQ por ser um inibidor do GC de elevada 
afinidade (Sobey et al., 1997; Hwang et al., 1998). Este fármaco foi administrado numa 
dose baixa por via intraportal, de forma a minimizar os seus efeitos sistémicos, permitindo 
a avaliação do papel do GC hepático na via de secreção da HISS.   
 
Importância do NOS na secreção da HISS  
 
Comparando os RISTs obtidos após administração de L-NAME e após administração de 
atropina, conclui-se que estes dois fármacos diminuíram a sensibilidade à insulina com 
uma magnitude semelhante. Assim, o valor dos RISTs pós-L-NAME e pós-atropina sugere o 
bloqueio do mesmo efeito fisiológico por dois fármacos com mecanismos de acção 
distintos, suportando a hipótese de que a ACh e o NO fazem ambos parte da via de 
sinalização da HISS.  
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Observou-se que a administração intraportal do dador de NO, SIN-1, reverteu a 
resistência à insulina induzida pelo antagonista colinérgico. Por outro lado, a 
administração intraportal de ACh não normalizou a sensibilidade à insulina após 
antagonismo do NOS hepático, nem mesmo quando administrada numa dose duas 
vezes superior à necessária para restaurar a acção da HISS após ablação cirúrgica dos 
nervos parassimpáticos hepáticos (5 µg/kg/min) (Xie et al., 1996a). O facto de a ACh, ao 
contrário do NO, não ter revertido a acção da HISS após bloqueio do NOS sugere o 
envolvimento do NOS na via de sinalização da HISS, a jusante dos receptores 
muscarínicos hepáticos. A análise dos perfis dinâmicos confirma que o SIN-1, administrado 
após atropina, originou um padrão de infusão de glucose semelhante ao padrão 
controlo, sugerindo que este fármaco restaurou a secreção hepática da HISS (figura 4.6).   
 
O efeito vasodilatador do NO   
 
Um dos paradigmas vigentes acerca do papel do NO na sensibilidade à insulina tem a 
ver com o seu efeito vasodilatador. Foi proposto que a resistência à insulina induzida por 
bloqueio do NOS é secundária a uma redução na vasodilatação mediada pela insulina 
e, consequentemente, a uma redução no aporte de insulina e glucose ao músculo 
esquelético (Baron et al., 1995; Clark et al., 2003). Esta teoria tem sido fortemente 
contestada por vários investigadores que defendem que o efeito vasodilatador da 
insulina só é observável em concentrações tão elevadas que se tornam claramente 
supra fisiológicas (Porter et al., 1997). Estudos realizados por Scherrer et al. demonstraram 
que a infusão do antagonista do NOS, N-monometil-L-arginina (L-NMMA), na artéria 
braquial reduziu o fluxo sanguíneo no antebraço, sem no entanto alterar a captação de 
glucose (Scherrer et al., 1994). Foi ainda descrito por outros investigadores que o aumento 
do fluxo sanguíneo promovido pela administração intra-arterial de SNP no antebraço de 
doentes obesos e hipertensos não aumentou a sensibilidade à insulina (Natali et al., 1998). 
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Estas e outras observações mantêm acesa a controvérsia acerca da importância da 
vasodilatação regional na sensibilidade à insulina. 
Neste trabalho não se observou qualquer efeito do dador de NO, SNP, na sensibilidade 
à insulina, apesar dos seus marcados efeitos vasodilatadores. Este resultado contradiz a 
hipótese de que o NO modula a sensibilidade à insulina exclusivamente devido a um 
efeito hemodinâmico. Observou-se ainda que, enquanto que a administração intraportal 
de SIN-1 reverteu a resistência à insulina induzida pelo antagonismo do NOS, a 
administração sistémica deste fármaco não produziu efeito na sensibilidade à insulina, 
embora os efeitos depressores da PAM fossem semelhantes e independentes do modo de 
administração. O efeito do NO na sensibilidade à insulina foi exclusivamente hepático e 
não se correlacionou com a acção vasodilatadora observada.   
 
Nem todos os dadores de NO conduzem à secreção da HISS 
 
O papel do NO hepático no controlo da sensibilidade periférica à insulina foi 
evidenciado pela primeira vez pelo trabalho de Sadri e Lautt em 1999. Estes autores 
observaram que a administração intraportal do antagonista do NOS, L-NMMA, reduziu 
significativamente a sensibilidade à insulina, comparativamente com a administração 
sistémica da mesma dose do fármaco. Verificaram ainda que, no estado pós-prandial, a 
resistência à insulina induzida por antagonismo do NOS foi revertida através da 
administração intraportal, mas não intravenosa, de SIN-1 (Sadri et al., 1999) . Estes 
resultados mostraram que a administração de SIN-1 no fígado estimulou a secreção da 
HISS, o que despertou o interesse para o potencial farmacológico dos dadores de NO no 
aumento da sensibilidade à insulina.  
Neste trabalho testou-se a capacidade de diferentes dadores de NO reverterem a 
resistência à insulina induzida por inibição do NOS. Para tal, comparou-se o efeito do SIN-1 
e do SNP, na reversão do bloqueio da HISS induzido pelo L-NAME, um dos mais potentes 
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inibidores estereoespecíficos da biosíntese de NO (Rees et al., 1990). Os resultados obtidos 
mostraram que a capacidade de potenciação da acção da HISS dependeu do dador 
de NO utilizado. Assim observou-se que a administração intraportal de SIN-1 reverteu a 
inibição da HISS provocada pelo L-NAME, enquanto que a administração intraportal de 
SNP não o fez. Em contraste, a administração intravenosa de qualquer um dos dadores 
testados não reverteu a resistência à insulina induzida pelo antagonismo do NOS 
hepático, o que corrobora a hipótese de Sadri et al. de que o fígado é o órgão alvo para 
a potenciação da sensibilidade à insulina induzida pelo NO (Sadri et al., 1999).  
A análise dos perfis dinâmicos mostra que o SIN-1 administrado na veia porta originou 
um padrão de infusão de glucose semelhante ao padrão controlo, em que a via da HISS 
estava funcionante. A curva do perfil dinâmico após SIN-1 sugere que este fármaco 
restaurou a secreção hepática da HISS, previamente inibida por antagonismo do NOS 
(figura 4.3). Pelo contrário a administração intraportal do dador de NO, SNP, não reverteu 
a inibição da HISS induzida pelo antagonismo do NOS hepático. Aparentemente, a 
natureza química do dador de NO utilizado condicionou a sua capacidade de reversão 
da inibição da HISS induzida pelo L-NAME. 
O SIN-1 é um derivado da molsidomina, que gera simultaneamente NO e radical anião 
superóxido (O2-•) com uma estequiometria de 1:1 (Schrammel et al., 1998). Embora a 
formação de radicais livres de oxigénio seja normalmente encarada como uma 
característica patológica, foi recentemente sugerido que a produção simultânea de NO 
e O2-• é intrínseca à activação fisiológica do NOS (Mayer et al., 1998; Schrammel et al., 
1998). O grupo de Mayer observou que o NOS não cataliza a formação de NO livre 
excepto na presença de concentrações elevadas de dismutase do superóxido (SOD), o 
enzima que neutraliza o radical O2-• (Mayer et al., 1998). 
Os resultados de Mayer et al. foram confirmados por outros autores (Gow et al., 1998; 
Stamler, 2003) o que levou ao reconhecimento, pela comunidade científica, de que a 
activação do NOS pode originar diferentes espécies químicas, conforme o meio 
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circundante. Assim se houver SOD presente, haverá formação de NO livre; se a 
actividade ou expressão do SOD forem reduzidas (como em casos de elevado stress 
oxidativo), haverá formação de peroxinitrito (ONOO-) por reacção do NO com O2-• e, por 
último, em sistemas ricos em GSH, a activação do NOS conduzirá preferencialmente à 
formação de S-nitrosoglutationo, por reacção do par NO/O2-• com o GSH. A formação de 
S-nitrosotióis é independente da activação do GC, embora possa conduzir à sua 
activação por transferência do NO do grupo tiol para o heme do GC (Mayer et al., 1998; 
Schrammel et al., 1998).  
A intrigante observação de que o NOS produz NO/O2-•, em vez de NO livre, foi 
apresentada em 1998 por Mayer et al. como sendo uma estratégia fisiológica para 
prevenir a inibição do NOS pelo NO livre, através de um mecanismo de retroacção 
negativa. A verdade é que a produção intrínseca de NO/O2-• parece conferir ao NOS 
uma importante versatilidade de efeitos fisiológicos finais, que pode explicar a dualidade 
tão característica dos efeitos do NO: ora altamente benéfico, ora letal para o 
metabolismo celular.  
Em função da sua descoberta, Mayer et al. propuseram que o SIN-1 é o dador de NO 
que melhor mimetiza a acção endógena do NOS.  
O segundo dador de NO utilizado neste estudo foi o SNP. Este vasodilatador clássico, 
conhecido desde 1850 (Osswald, 2000), é um fármaco que liberta espontânea e 
exclusivamente NO. O seu mecanismo de acção não envolve a formação de ONOO-  ou 
de RSNOs, visto que a formação destas espécies requer a produção simultânea de NO e 
O2-• (Wink et al., 1994; Hogg et al., 1996; Gow et al., 1998). 
 A administração de SNP não reverteu a inibição da sensibilidade à insulina induzida 
pelo antagonismo do NOS. Uma das hipóteses explicativas para este facto seria a 
inactivação do NO livre libertado pelo SNP pelo heme da hemoglobina plasmática 
(Feelisch et al., 1987; Bates et al., 1991), no entanto o acentuado efeito hipotensor 
observado após administração deste fármaco mostrou que o NO libertado estava 
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disponível para se ligar aos seus efectores (nomeadamente ao GC), apesar da sua 
elevada afinidade para a hemoglobina.  
Como já foi referido, uma das principais diferenças entre o SIN-1 e o SNP passa pela 
sua capacidade de nitrosação de tióis endógenos: o SIN-1 promove a formação de 
RSNOs enquanto que o SNP não. Os resultados obtidos apontam assim para o 
envolvimento de um tiol hepático, posivelmente o GSH, na sensibilidade à insulina 
mediada pela HISS. Está descrito que o fígado é um órgão que contém concentrações 
muito elevadas deste tiol não proteico (da ordem dos 0.3 mM (Modig, 1968), pelo que a 
administração intraportal de SIN-1 pode predispor à formação de GSNO, através do 
mecanismo supra-mencionado, enquanto que o SNP intraportal não nitrosa o GSH. O 
envolvimento do GSH na via que conduz à secreção da HISS é ainda suportado pelo 
facto da síntese deste tripéptido ser regulada pelo estado nutricional estando, tal como a 
HISS, elevado no estado pós-prandial imediato e diminuído no estado de jejum. O estudo 
do envolvimento do GSH hepático na sensibilidade à insulina mediada pelo fígado será 
abordado no próximo capítulo. 
  
Envolvimento do guanilato ciclase na secreção da HISS 
 
Os RISTs efectuados após administração intraportal dos inibidores do GC, AM e ODQ 
inibiram a acção da insulina numa magnitude semelhante à observada após L-NAME e 
após atropina. Estes dados corroboram a hipótese de que o GMPc hepático é um dos 
efectores da via de sinalização da HISS.  
Os resultados mostraram que tanto o ODQ como o AM induziram resistência à insulina 
quando administrados por via intraportal, mas não por via sistémica. Concluiu-se assim 
que o GC hepático está envolvido no controlo da sensibilidade à insulina, o que 
corrobora a hipótese de que a componente da acção da HISS depende da síntese de 
NO e GMPc no fígado, e não no músculo esquelético ou na vasculatura. 
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Embora o GC seja o efector clássico do NO, nem sempre a activação deste enzima é 
feita de forma directa pelo NO sintetizado pelo NOS (Mayer et al., 1995). Está descrito que 
o NO pode reagir de forma reversível com o grupo heme da hemoglobina (Ferranti et al., 
1997) com grupos amina de proteínas, para formar N-nitrosotióis (Bryan et al., 2004), ou 
ainda com grupos tiol de resíduos de cisteína para formar RSNOs (Stamler et al., 2001). Foi 
recentemente descrito que os RSNOs podem activar o GC para estimular a síntese de 
GMPc (Mayer et al., 1998), o que sugere que estas espécies químicas podem funcionar 
como intermediários entre a síntese de NO pelo NOS e a síntese de GMPc na via de 
secreção da HISS. A figura 4.10 procura resumir os mecanismos através dos quais o SIN-1 e 
o SNP libertam NO e possíveis interacções com o GSH e o GC.  
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Figura 4.10: Vias possíveis para a activação do GC pelo par NO/O2•-. Na ausência de dismutase 
do superóxido (SOD) e glutationo (GSH), o NO/O2•- libertado pelo SIN-1 forma peroxinitrito (ONOO-). 
A nitrosação do GSH pelo ONOO- é um processo pouco eficiente (<1 %). A nitrosação do GSH pelo 
par NO/O2-• é um processo bastante mais eficiente. A libertação de NO pelo GSNO é catalizada 
pelo cobre (Cu+) ou por enzimas. O NO livre liga-se com elevada afinidade ao guanilato ciclase, e 
aumenta o GMPc. Na presença de baixas concentrações de GSH, a SOD desvia a via no sentido 
da formação de NO livre e activação do GC. Figura adaptada de (Schrammel et al., 1998). 
 
 
Por outro lado, está descrito que os RSNOs também podem activar eventos celulares 
independentes do GC, através de reacções de transnitrosação, que consistem na 
transferência do grupo NO para resíduos de cisteína de outras proteínas (Hogg, 2002). O 
hipotético envolvimento de RSNOs na cascata de sinalização intracelular que conduz à 
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síntese da HISS é ainda suportado pelo facto de o SNP, ao contrário do SIN-1, não ter 
revertido a inibição da HISS induzida por antagonismo do NOS, uma vez que se sabe que 
o SIN-1 reage espontaneamente com grupos tiol enquanto que o SNP não. 
Pela sua abundância nos hepatócitos, afinidade para reagir com o par NO/O2-•, e 
variação com o estado nutricional, o GSH hepático é um candidato natural a mediador 
da síntese/secreção da HISS. 
Este conjunto de experiências permitiu deduzir que a libertação hepática da HISS 
ocorre em resposta à activação de receptores muscarínicos no fígado que por sua vez 
conduzem à activação do NOS, à produção de NO/ O2-• e, posteriormente, à síntese de 
GMPc pelo enzima guanilato ciclase. Em função destes resultados, é apresentado na 
figura 4.11 um esquema simplificado que propõe uma hipótese para o mecanismo 
envolvido na síntese da HISS pelo fígado. 
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Figura 4.11: Mecanismo proposto para a via de sinalização que conduz à secreção da HISS pelo 
fígado. No estado pós-prandial, conjuntamente com a libertação de insulina pelo pâncreas, é 
iniciado um reflexo parassimpático hepático que resulta na libertação de acetilcolina (ACh) que 
activa os receptores muscarínicos do tipo M1 levando à produção de monóxido de azoto (NO) e 
radical anião superóxido O2-• pelo NOS hepático. Este par activa posteriormente o guanilato ciclase 
através de um mecanismo ainda por esclarecer, levando a um aumento de GMPc no fígado e a 
subsequente libertação de HISS.  
 
 
Os resultados obtidos corroboram ainda a hipótese de que a resistência à insulina 
subsequente à inibição do NOS está relacionada com efeitos hepáticos do NO e não 
com alterações no fluxo sanguíneo.   
Observou-se ainda que o dador de NO/ O2-•, SIN-1, reverteu a inibição da HISS induzida 
pelo L-NAME, o que suporta a hipótese proposta por Mayer et al. em 1998 de que os 
produtos da activação NOS endógena são idênticos aos do SIN-1. O SNP não reverteu a 
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resistência à insulina induzida pelo L-NAME porque não mimetiza a actividade do NOS in 
vivo, nomeadamente no que respeita à capacidade de nitrosar tióis. Em função do 
mecanismo dos dois dadores de NO testados, concluiu-se que o SIN-1 deve ser o dador 
adoptado nos estudos relacionados com o papel do NOS na via da HISS. 
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5. O GLUTATIONO HEPÁTICO MODULA A ACÇÃO DA INSULINA   
 
5.1. INTRODUÇÃO 
 
A síntese/secreção da HISS pelo fígado ocorre em resposta à activação de receptores 
muscarínicos que, por sua vez, activam o NOS hepático e subsequentemente conduzem 
à síntese de GMPc.  
Os resultados do capítulo anterior apontam ainda para o possível envolvimento de um 
tiol hepático na via de transdução de sinal da HISS, uma vez que a acção da HISS foi 
potenciada por dadores de NO que nitrosam tióis, mas não por dadores de NO que não 
reagem com grupos SH. Está descrito que o fígado é um órgão que contém 
concentrações muito elevadas do tiol não proteico GSH, um tripéptido regulado - tal 
como a HISS - pelo estado nutricional e que constitui um potencial candidato a mediador 
da sua síntese/ secreção.  
A acção da insulina dependente da HISS é regulada pelo estado prandial, sendo 
máxima no estado pós-prandial imediato e mínima no estado de jejum. No entanto, a 
natureza do sinal prandial que controla a síntese da HISS é ainda desconhecida. 
Inicialmente considerou-se a hipótese de que a regulação da HISS pelo estado prandial 
dependia da actividade dos eferentes do ramo hepático do vago, uma vez que o tónus 
vagal aumenta durante a fase cefálica da resposta gastrointestinal às refeições e diminui 
no período de jejum (Lautt, 1983; Robertson et al., 2002). Verificou-se, no entanto, que os 
nervos parassimpáticos hepáticos não constituíam o sinal prandial da secreção da HISS, 
uma vez que a administração intraportal de ACh não teve qualquer efeito na acção da 
insulina em animais em jejum (Lautt, observações não publicadas). Em função destes 
resultados, afastou-se também a hipótese de o sinal ser iniciado somente pelo NO, uma 
vez que a activação do NOS é um passo a jusante da síntese de ACh na via de 
sinalização da HISS, conforme discutido no capítulo 4. 
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Na tentativa de encontrar um candidato a sinal prandial para a síntese da HISS, surgiu 
como hipótese plausível o GSH, pela sua fina regulação pelo estado prandial e 
interacção com o NO, tal como demonstrado no capítulo anterior.  
A hipótese de que o GSH poderá estar envolvido na secreção da HISS é suportada 
pelo facto de vários autores referirem que os níveis de GSH estão diminuídos em várias 
patologias associadas à resistência à insulina, tais como a diabetes e a hipertensão 
(Vijayalingam et al., 1996; Ewis et al., 1997; Vaziri et al., 2000; Martina et al., 2001; Donmez 
et al., 2002; Kennedy et al., 2005), facto este que tem sido atribuído ao aumento do stress 
oxidativo que ocorre nestas doenças. Recentemente, Khamaisi et al. (2000) confirmaram 
que o GSH desempenha um papel fundamental na captação de glucose, para além do 
seu efeito antioxidante, quando descreveram que a depleção de GSH em ratos conduziu 
a intolerância à glucose, sem que houvesse aumento do stress oxidativo ou alterações na 
secreção de insulina.  
No seu conjunto, todos estes resultados apontam para que o GSH, por si só, possa estar 
envolvido na patogénese da resistência à insulina através de mecanismos 
fisiopatológicos ainda desconhecidos, mas que são independentes das suas 
propriedades antioxidantes.  
Neste capítulo testou-se a hipótese de que a diminuição do GSH hepático conduz a 
resistência à insulina através da inibição do mecanismo da HISS. Para isso induziu-se a 
depleção farmacológica do GSH utilizando a L-butionina sulfoximina (BSO), um inibidor do 
sintetase do sintetase da γ-glutamilo-cisteina (γ-GCS), que é o enzima regulador da síntese 
do GSH. Procurou-se em seguida determinar se a componente da acção da insulina 
dependente da HISS estaria alterada nos animais tratados com BSO, através da 
administração intraportal de um inibidor do NOS. Por fim testou-se a capacidade de 
reversão da inibição induzida pelo antagonismo do NOS do dador de NO/ O2-•, SIN-1, nos 
animais tratados com BSO.  
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5.2. PROTOCOLOS 
 
Os animais foram sujeitos a um jejum de 24 h, seguido de um período de 1 hora de livre 
acesso à comida, de forma a maximizar a acção da HISS. Desta forma, todos os 
protocolos foram realizados em animais no estado pós-prandial. 
Foi realizado o procedimento cirúrgico tal como descrito no capítulo 3.3. Sempre que 
o protocolo requeria a infusão intraportal de fármacos cateterizou-se a veia porta. A 
sensibilidade à insulina foi avaliada utilizando o RIST, descrito previamente no capítulo 3.5. 
A temperatura corporal dos animais e os valores de pressão arterial média foram 
registados periodicamente durante as experiências. 
No final das experiências foi quantificado o glutationo hepático dos animais, de 
acordo com o método descrito no capítulo 3.7.  
 
5.3. RESULTADOS 
 
5.3.1. Efeito da depleção do glutationo hepático na sensibilidade à insulina. 
  
Com o intuito de avaliar o efeito da depleção de GSH na sensibilidade à insulina, 
administrou-se o inibidor do γ-GCS, BSO, a um grupo de ratos Wistar com 5 semanas de 
idade. A BSO foi dissolvida em NaCl 0.9 % e foi administrada por via intraperitoneal numa 
dose de 2 mmol/kg, diariamente, durante 20 dias, entre as 10 e as 12 h, conforme descrito 
previamente (Khamaisi et al., 2000). O grupo placebo recebeu NaCl 0.9 % intraperitoneal 
durante o mesmo período de tempo.  
Tanto no grupo BSO como no grupo placebo, foi efectuado um RIST controlo seguido 
de um RIST realizado 60 min após a administração de L-NAME (1 mg/kg) em bólus de 0.4 
ml por via intraportal. Em seguida, administrou-se um bólus de 0.4 ml de SIN-1 (5 mg/kg), 
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também por via intraportal, e estabeleceu-se um segundo nível de glucose arterial basal. 
Realizou-se um terceiro RIST após administração de SIN-1. 
O gráfico da figura 5.1 sintetiza os valores de RIST Index controlo e após administração 
de L-NAME tanto no grupo BSO como no grupo placebo. 
CONTROLO L-NAME 1 mg/kg IPV CONTROLO L-NAME 1 mg/kg IPV
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Figura 5.1: Valor dos RISTs controlo e após L-NAME nos grupos placebo (n=6) e grupo com o 
glutationo depletado (grupo BSO) (n=5). A inibição da síntese de GSH foi conseguida pela 
administração de L-butionina- [S,R]-sulfoximina (BSO), por via intraperitoneal, durante 20 dias A BSO 
provocou um decréscimo de 39.1 % na acção total da insulina. A administração de L-NAME inibiu a 
acção da insulina em 52.3±5.8 % no grupo placebo e 26.6±2.5 % no grupo BSO **=p <0.01; *= p 
< 0.05. Testes de Wilcoxon e de Mann-Whitney entre os dois grupos controlo. 
 
 
Da figura é aparente que o RIST Index controlo nos animais tratados com BSO foi 
menor do que o RIST Index controlo no grupo placebo (BSO: 158.4±12.2 mg glucose/kg, 
n=5; Placebo: 260.2±15.6 mg glucose/kg, n=6; p <0.01). A administração de L-NAME 
reduziu a sensibilidade à insulina em ambos os grupos de animais testados, embora com 
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diferente magnitude: enquanto que no grupo BSO o RIST Index diminuiu de 158.4±12.2 
para 109.0±9.1 mg glucose/kg (p <0.05, n=5), no grupo placebo o RIST Index diminuiu de 
260.2±15.6 para 121.2±12.8 mg glucose/kg (p <0.05, n=6). As percentagens de inibição da 
sensibilidade à insulina após administração de L-NAME foram de 26.6±2.5 % no grupo BSO 
e de 52.3±5.8 % no grupo placebo (p <0.01). 
Como se pode observar na figura 5.2, no grupo BSO a administração intraportal de 
SIN-1 não reverteu a diminuição na sensibilidade à insulina provocada pelo L-NAME, uma 
vez que o RIST Index após-SIN-1 foi de 77.8±12.4 mg glucose/kg. 
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Figura 5.2: RISTs após L-NAME e após SIN-1 realizados no grupo placebo e no grupo de animais 
com o glutationo depletado (grupo BSO). No grupo placebo (n=6), a resistência à insulina induzida 
pelo bloqueio do sintase do monóxido de azoto foi totalmente revertida pela administração de 
uma dador de NO no fígado. No grupo BSO a administração do dador de NO, SIN-1 não reverteu a 
resistência à insulina induzida pelo L-NAME (n=5), * = p <0.05. Teste de Wilcoxon. 
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Contudo, no grupo placebo, o SIN-1 reverteu totalmente o efeito inibitório do L-NAME 
na sensibilidade à insulina para valores próximos dos valores controlo 
(258.1±18.5 mg glucose/kg, p <0.05 comparativamente ao RIST L-NAME).  
A acção da HISS foi inibida através da administração intraportal do antagonista do 
NOS, L-NAME. Posteriormente, através da subtracção do RIST Index após L-NAME do valor 
de RIST Index controlo, calculou-se a componente da acção da insulina pela qual a HISS 
é responsável (Xie et al., 1996a; Sadri et al., 1999), o que permitiu comparar a integridade 
da via de acção da HISS nos animais tratados com BSO comparativamente com o grupo 
placebo, tal como representado na figura 5.3.  
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Figura 5.3: Acção total da insulina no grupo placebo e no grupo tratado com BSO com as 
componentes dependente e independente da HISS discriminadas. A administração de BSO 
provocou um decréscimo de 39.1 % na acção total da insulina, p <0.001. A componente da insulina 
per se não se alterou no grupo tratado com BSO comparativamente ao grupo controlo. A 
componente dependente da HISS foi significativamente inibida no grupo BSO 
(49.3±8.56 mg glucose/kg, n=6) quando comparada com o grupo controlo 
(138.9±22.8 mg glucose/kg, n=5). Esta inibição foi de cerca de 64.4 %. ***=p <0.001 **=p <0.01; 
ns= não significativo. Teste de Mann-Whitney. 
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O grupo em que o GSH hepático foi depletado com BSO apresentou um decréscimo 
de 39.1 % na sensibilidade à insulina comparativamente com o grupo placebo. Verifica-
se que a acção da HISS foi de 138.9±22.8 mg glucose/kg no grupo placebo e apenas 
49.3±8.6 mg glucose/kg no grupo BSO (p <0.01), o que corresponde a uma diminuição de 
acção da HISS de 64.4 % provocada pela depleção do GSH hepático com BSO. A 
componente da insulina per se não sofreu alterações. 
 
5.3.2. Quantificação do glutationo hepático 
  
No final da experiência removeu-se o lóbulo médio do fígado dos animais para 
quantificação do GSH hepático, recorrendo ao método enzimático do peroxidase-
redutase de Marinho et al., (1997) descrito previamente no capítulo 3.7. 
Observou-se que a concentração de GSH hepático estava diminuída no grupo de 
animais tratados com BSO. Os valores obtidos foram de 5.9±0.4 µmol/g tecido no grupo 
controlo (n=6) e de 3.0±0.4 µmol/g tecido no grupo tratado com BSO (n=5), o que 
corresponde a uma redução do GSH hepático de 49.2 % (p <0.01, teste de Mann 
Whitney). 
 
5.4. DISCUSSÃO 
 
O objectivo deste conjunto de experiências foi testar a hipótese de que o GSH 
hepático está envolvido na via de secreção da HISS e, consequentemente, na 
modulação da sensibilidade periférica à insulina.  
Os resultados mostraram que a administração do inibidor da síntese de GSH, BSO, 
induziu resistência à insulina. Após a administração de L-NAME, o RIST Index foi semelhante 
nos grupos placebo e BSO, o que indica que a depleção de GSH inibiu apenas a 
componente da insulina dependente do NO hepático. Observou-se ainda que a 
  
 
 
 
- 105 - 
administração de SIN-1 não reverteu a resistência à insulina no grupo de animais tratado 
com BSO, ao contrário do grupo placebo.  
Os resultados suportam a hipótese de que a resistência à insulina observada nos 
animais tratados com BSO foi devida à depleção de GSH hepático e à subsequente 
incapacidade de síntese da HISS pelo fígado. Assim, o GSH hepático constitui, juntamente 
com o NO, um passo crucial na regulação da acção da insulina dependente da HISS. 
 
Considerações Metodológicas 
 
Um aspecto metodológico importante diz respeito à utilização do fármaco BSO como 
inibidor da síntese de GSH. Khamaisi et al. (2000) observaram que a inibição da síntese de 
GSH com BSO 2 mmol/kg administrada diariamente, durante 20 dias, diminuiu 
drasticamente os níveis tecidulares de GSH sem alterar parâmetros associados ao 
aumento de stress oxidativo, tais como a razão GSH/GSSG, os produtos resultantes da 
peroxidação lipídica ou a expressão proteica do transportador de glucose GLUT-4. Estes 
autores concluíram que a administração de BSO não provocou um aumento significativo 
do stress oxidativo, permitindo avaliar o efeito farmacológico da depleção de GSH sem 
mimetizar as complexas reacções associadas com a superprodução de radicais livres 
(Khamaisi et al., 2000). Consequentemente, seleccionou-se a BSO para avaliar os efeitos 
do GSH independentes da sua acção antioxidante na sensibilidade à insulina.  
  
O papel do glutationo hepático na resistência periférica à insulina  
 
Observou-se que a depleção farmacológica do GSH hepático diminuiu a sensibilidade 
periférica à insulina em 39.1 %.  
Verificou-se ainda que no grupo placebo a administração de L-NAME reduziu 
drasticamente a sensibilidade à insulina (52.3±5.8 %), enquanto que no grupo BSO o 
  
 
 
 
- 106 - 
antagonismo do NOS atenuou a sensibilidade à insulina em 26.6±2.5 %. Este resultado 
evidencia uma relação de causalidade entre a diminuição dos níveis de GSH hepático 
(49.2 %) e a inibição da componente da acção da insulina dependente da HISS (64.4 %) 
observada no grupo tratado com BSO, o que sugere que o mecanismo fisiopatológico 
responsável pela resistência à insulina nestes animais foi a inibição parcial da via da HISS.  
O RIST Index após a administração de L-NAME foi semelhante nos grupos BSO e 
placebo, indicando que a acção da insulina independente da HISS se encontrava 
inalterada. Por fim, verificou-se que a administração de SIN-1 reverteu totalmente a 
resistência à insulina induzida pelo L-NAME apenas no grupo placebo, indicando que a 
presença de GSH no fígado é um requisito essencial para a síntese da HISS induzida pelo 
NO. Mais ainda, no grupo tratado com BSO, o RIST Index após SIN-1 mostrou uma ligeira 
tendência para diminuir, o que significa que a administração de SIN-1 a animais 
depletados de GSH, para além de não reverter a inibição da HISS, diminuiu a 
componente da acção da insulina per se. Na ausência de GSH, o SIN-1 forma ONOO-, 
uma espécie altamente oxidante que poderá ter exercido efeitos deletérios na acção da 
insulina independente da HISS. Está descrito que as espécies oxidantes de natureza 
semelhante ao ONOO- inibem a síntese de glicogénio (Blair et al., 1999), diminuem a 
captação de glucose através de alterações na expressão e translocação do 
transportador de glucose GLUT-4 (Rudich et al., 1999) podendo ainda bloquear a 
actividade de tirosina cinase da subunidade β do receptor de insulina (Hansen et al., 
1999).   
Os nossos resultados apontam para um novo paradigma na relação entre a resistência 
à insulina e o stress oxidativo. A hipótese clássica é a de que um aumento na produção 
de espécies radicalares conduz, simultaneamente, a uma diminuição dos níveis de GSH 
plasmático e a resistência à insulina pelos mecanismos supra-mencionados; no entanto os 
nossos resultados sugerem que a depleção do GSH hepático pode por si só diminuir a 
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sensibilidade à insulina, sem que haja aumento da produção de radicais livres (ver 
considerações metodológicas).  
Os resultados indicam que a depleção de GSH inibiu a secreção da HISS, uma vez que 
a diminuição da sensibilidade à insulina, após antagonismo do NOS hepático, foi muito 
menor nos animais tratados com BSO do que no grupo placebo. Conclui-se que, no 
grupo BSO, a HISS estava inibida à partida pelo que o efeito inibitório do L-NAME na 
sensibilidade à insulina foi atenuado.  
Esta hipótese é suportada pelas experiências de Khamaisi et al., (2000) em que o 
mesmo protocolo experimental de depleção de GSH induziu intolerância à glucose em 
ratos. Estes autores verificaram que a tolerância diminuída à glucose observada não se 
podia atribuir a alterações na acção da insulina (avaliada pela captação de 2-
desoxiglucose in vitro) nem na sua secreção pelo pâncreas; no entanto não foi proposto 
nenhum mecanismo para explicar os resultados obtidos. A hipótese da HISS não foi 
avaliada por estes investigadores, tendo sido apenas considerada a componente da 
acção da insulina independente da HISS, que não é alterada após administração de 
BSO, como foi confirmado nos resultados apresentados. Os nossos dados sugerem que a 
resistência à insulina observada nos animais tratados com BSO resultou da incapacidade 
de aumentar os níveis de GSH no estado pós-prandial, devido à inibição do γ-GCS o que, 
por sua vez, inibiu a libertação hepática da HISS. Apesar de o NO ser um potente 
activador da via da HISS, a administração de SIN-1 não aumentou a sensibilidade à 
insulina nos animais com GSH depletado, o que parece indicar a existência de dois 
mecanismos reguladores da síntese hepática da HISS: um mediado pelo NO e outro pelo 
GSH (figura 5.4). 
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Figura 5.4: Mecanismo proposto para a secreção da HISS pelo fígado. No estado pós-prandial o 
aumento de nutrientes no sangue portal conduz a um aumento nos níveis de glutationo (GSH) 
hepático. Simultaneamente, é iniciado um reflexo parassimpático hepático que resulta na 
libertação de acetilcolina (ACh) que actua nos receptores muscarínicos do tipo M1 levando à 
produção de monóxido de azoto (NO) e radical anião superóxido(O2•- )pelo NOS hepático e 
subsequente activação do guanilato ciclase (GC). O GSH e o NO hepáticos são ambos 
fundamentais para a secreção da HISS pelo fígado. 
 
 
O trabalho aqui apresentado salienta o importante papel do GSH na regulação da 
sensibilidade à insulina pelo estado prandial, sugerindo novas funções fisiológicas para 
este tripéptido, para além da sua acção antioxidante. Estes resultados suportam a 
hipótese de que o aumento da concentração hepática de GSH, que ocorre na transição 
do estado de jejum para o estado pós-prandial, participa no sinal que regula a libertação 
da HISS pelo fígado. 
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6. A CO-ADMINISTRAÇÃO DE UM DADOR DE GLUTATIONO E UM 
DADOR DE MONÓXIDO DE AZOTO NA VEIA PORTA AUMENTA A 
SENSIBILIDADE À INSULINA EM RATOS WISTAR EM JEJUM  
 
6.1. INTRODUÇÃO 
 
Os estudos descritos nos capítulos anteriores sugerem uma acção conjunta do GSH 
hepático e do NO hepático na síntese da HISS induzida pela ingestão de uma refeição, 
uma vez que se observou que tanto o bloqueio da síntese de GSH, como o antagonismo 
do NOS hepático mimetizaram, em ratos alimentados, a resistência à insulina observada 
no estado de jejum (ver capítulo 5.3.1.) 
Os níveis de GSH e de NO estão diminuídos no fígado no estado de jejum, 
relativamente ao estado pós-prandial (Tateishi et al., 1977; Grongnet et al., 2003), o que 
corrobora a hipótese de que o GSH e o NO hepáticos são responsáveis pela modulação 
da sensibilidade à insulina pelo estado prandial. 
Neste capítulo testou-se a hipótese de que a co-administração intraportal de GSH e 
de NO a ratos, submetidos a um período de jejum, mimetiza o sinal prandial para a síntese 
hepática da HISS, aumentando assim a sensibilidade à insulina para valores observados 
no estado pós-prandial. 
A regulação do GSH hepático pelo estado nutricional prende-se essencialmente com 
a disponibilidade do aminoácido essencial cisteína. O GSH é sintetizado intracelularmente 
a partir dos seus aminoácidos constituintes: L-glutamato, L-cisteína e L-glicina. No fígado, 
tanto o glutamato como a glicina existem abundantemente no citosol, pelo que o passo 
limitante para a síntese de GSH é a disponibilidade de cisteína, que é obtida através da 
dieta ou da degradação de proteínas. Assim no estado de jejum, em que a 
disponibilidade de cisteína é baixa, a concentração de GSH hepático diminui enquanto 
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que no estado pós-prandial a concentração de cisteína no sangue portal aumenta e, 
consequentemente, o GSH hepático também aumenta. Uma vez que o GSH não é 
transportado de forma eficiente para dentro da maior parte das células animais 
(Anderson et al., 1989), utilizou-se como dador de GSH o derivado éster monoetilo de 
glutationo (GSH-E), que atravessa as membranas celulares dos hepatócitos sendo 
convertido em GSH no citosol (Levy et al., 1993). 
Está também descrito que a expressão e actividade do NOS se encontra diminuída no 
tracto gastrointestinal após um período de 24 h de jejum, embora o mecanismo 
subjacente a esta inibição não se encontre totalmente esclarecido (Grongnet et al., 
2003). Uma vez que a síntese de NO hepático é essencial para a síntese da HISS, a 
diminuição da actividade do NOS no estado de jejum condiciona também a sua 
secreção. Assim, a mimetização do sinal prandial que aumenta a HISS passa também 
pelo aumento dos níveis hepáticos de NO através da administração de um dador de NO 
por via intraportal. Como o SIN-1 demonstrou ser o dador de NO mais eficaz na reversão 
da resistência à insulina induzida por antagonismo do NOS (ver capítulo 4.3.2.), foi este o 
fármaco escolhido para aumentar os níveis hepáticos de NO. 
 
6.2. PROTOCOLOS 
 
Os animais foram sujeitos a um jejum de 24 h, de forma a inibir totalmente a acção da 
HISS. Foi realizado o procedimento cirúrgico tal como descrito no capítulo 3.3. 
Cateterizou-se a veia porta para permitir a perfusão intraportal de fármacos. A 
sensibilidade à insulina foi avaliada através do RIST, descrito no capítulo 3.5. A 
temperatura corporal dos animais e os valores de pressão arterial média foram registados 
periodicamente durante as experiências. 
No final das experiências removeu-se o lóbulo médio do fígado dos animais para 
quantificação do GSH hepático de acordo com o método descrito no capítulo 3.7. 
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Utilizaram-se dois grupos de animais como controlos dos níveis de GSH hepático: um 
grupo de ratos no estado pós-prandial e um segundo grupo no estado de jejum. 
 
6.3. RESULTADOS 
 
6.3.1. Efeito da administração intraportal de GSH-E na sensibilidade à insulina em 
animais em jejum 
 
Determinou-se o valor do RIST Index em animais submetidos a 24 h de jejum. 
Posteriormente administrou-se GSH-E numa dose de 0.5 mmol/kg ou 1.0 mmol/kg por via 
intraportal. O fármaco foi perfundido sob a forma de bólus de 0.4 ml, administrado ao 
longo de 10 min. Estas doses foram escolhidas porque aumentam significativamente os 
níveis de GSH hepático (Grattagliano et al., 1995). 
Após um período de estabilização de 60 min, foram recolhidas amostras de sangue de 
5 em 5 min, até se obterem 3 valores estáveis de glicémia arterial. Realizou-se um novo 
RIST para avaliar o efeito do GSH-E na sensibilidade à insulina.   
A administração de GSH-E nas doses testadas não alterou os valores de PAM nem a 
glicémia. O gráfico da figura 6.1 representa o efeito da administração intraportal do 
GSH-E no RIST Index, em duas doses diferentes. 
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Figura 6.1: A administração intraportal (ipv) de éster-monoetilo de glutationo (GSH-E) não alterou 
a sensibilidade à insulina em ratos Wistar em jejum, tanto na dose de 0.5 mmol/kg (n=5) como na 
dose de 1.0 mmol/kg (n=8), teste Wilcoxon. 
 
 
Não se observaram alterações no valor do RIST Index após administração de GSH-E, 
tanto com a dose de 0.5 mmol/kg (de 95.2±16.4 mg glucose/kg para 
96.9±12.4 mg glucose/kg, n=5), como com a dose de 1.0 mmol/kg (de 
83.1±7.5 mg glucose/kg para 68.1±5.7 mg glucose/kg, n=8). O GSH-E 0.5 mmol/kg 
intraportal não alterou significativamente os níveis de GSH hepático 
(5.08±0.15 µmol/g tecido) em comparação com os níveis de GSH hepático no fígado de 
animais em jejum (4.26±0.41µmol/g tecido). Em contraste, a administração intraportal de 
GSH-E 1 mmol/kg provocou um aumento do GSH hepático para 7.24±0.39 µmol/g tecido, 
valor que é semelhante ao obtido para animais no estado pós-prandial 
(7.10±0.29 µmol/g tecido) (Tabela I). 
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Tabela I: Efeito da administração intraportal de diferentes doses de GSH-E nos níveis de 
GSH hepático de animais submetidos a 24 horas de jejum. A dose de 1.0 mmol/kg 
aumentou o GSH hepático para valores semelhantes aos observados no estado 
pós-prandial enquanto que a dose de 0.5 mmol/kg de GSH-E não alterou 
significativamente o GSH hepático, em relação ao estado de jejum. **p <0.01 
comparativamente ao pós-prandial, Kruskal-Wallis.  
 
 
 
 
6.3.2. Efeito da administração intraportal de SIN-1 na sensibilidade à insulina em 
animais em jejum 
 
Realizou-se um RIST no estado de jejum seguido da administração intraportal do dador 
de NO, SIN-1, sob a forma de bólus de 0.4 ml. O SIN-1 foi administrado nas doses de 
5 mg/kg e 10 mg/kg. Estas doses de SIN-1 foram escolhidas com base na sua capacidade 
de reverter a resistência à insulina induzida pelo antagonismo dos receptores 
muscarínicos (ver resultados 4.3.3) ou pela inibição do NOS hepático (ver resultados 4.3.2). 
Ao fim de 60 min após a perfusão do fármaco realizou-se um novo RIST. 
A PAM diminuiu de forma semelhante após o SIN-1 5 mg/kg (de 105.0±15.0 mmHg para 
65.0±5.0 mmHg, p <0.001, n=6) e o SIN-1 10 mg/kg (de 114.9±8.0 mmHg para 
68.6±7.4 mmHg, p <0.001, n=5). Apesar do decréscimo inicial induzido pelo fármaco, os 
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valores de PAM mantiveram-se constantes durante o RIST. A glicémia variou de forma 
semelhante após SIN-1 5 mg/kg (de 95.3±3.0 mg/ml para 108.4±2.4 mg/ml, p <0.05, n=6) e 
após SIN-1 10 mg/kg (97.4±5.4 mg/ml para 110.6±1.7 mg/ml, p <0.05, n=5). 
Os resultados relativos ao efeito da administração intraportal do dador de NO, SIN-1, 
na sensibilidade à insulina estão representados graficamente na figura 6.2. 
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Figura 6.2: A administração intraportal (ipv) do dador de NO, SIN-1, não alterou a sensibilidade à 
insulina em ratos Wistar em jejum, tanto na dose de 5 mg/kg (n=6) como na dose de 10 mg/kg 
(n=5), Kruskal-Wallis. 
 
 
A dose de SIN-1 de 5 mg/kg não alterou significativamente a sensibilidade à insulina 
relativamente ao estado de jejum. O RIST Index foi de 98.4±10.6 mg glucose/kg e 
69.4±5.2 mg glucose/kg antes e depois da administração do fármaco, respectivamente 
(n=6). A dose de 10 mg/kg de SIN-1 também não alterou a sensibilidade à insulina, uma 
vez que o RIST Index foi de 88.7±6.9 mg glucose/kg (n=5).  
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Não se observaram alterações nos níveis de GSH hepático após administração de 
SIN-1 em nenhuma das doses testadas, comparativamente ao estado de jejum (de 
5.25±0.15 µmol/g tecido para 5.34±0.08 µmol/g tecido, para a dose mais elevada de SIN-1 
(Tabela II).  
 
Tabela II: Efeito da administração intraportal de diferentes doses de SIN-1 nos níveis de 
GSH hepático de animais em jejum de 24 horas. O SIN-1 não alterou os valores de GSH 
hepático em nenhuma das doses testadas. **p <0.01 comparativamente ao estado 
pós-prandial, Kruskal-Wallis. 
 
 
 
 
6.3.3. Efeito da administração combinada de SIN-1 e GSH-E na sensibilidade à insulina 
em animais em jejum 
 
6.3.3.1. Estudos de dose e via de administração do SIN-1 
 
Nesta série de experiências, testou-se o efeito sensibilizador da insulina da 
co-administração de GSH-E e de SIN-1. Para isto foram utilizadas duas doses diferentes de 
SIN-1 administradas quer por via sistémica, quer por via intraportal. A dose de GSH-E 
utilizada foi 1 mmol/kg intraportal, uma vez que foi esta a dose necessária para elevar os 
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níveis de GSH hepático para valores correspondentes ao estado pós-prandial (ver Tabela 
I, resultados 6.3.1.). 
Realizou-se um RIST no estado de jejum seguido de um segundo RIST após perfusão 
intraportal de GSH-E 1 mmol/kg. Após um período de estabilização de 60 min, 
administrou-se SIN-1 por via intraportal numa dose de 5 mg/kg ou de 10 mg/kg e realizou-
se um novo RIST. Num segundo grupo de animais, e para testar a natureza hepática do 
efeito observado, realizaram-se experiências controlo em que o SIN-1 foi administrado por 
via intravenosa tanto na dose de 5 mg/kg como na dose de 10 mg/kg. 
A PAM diminuiu após administração intraportal de SIN-1: de 120.0±4.7 mmHg para 
61.5±4.3 mmHg para a dose de 5 mg/kg (p <0.001, n=5) e para 59.8±5.9 mmHg com a 
dose de 10 mg/kg (p <0.001, n=6). A administração intravenosa de SIN-1 induziu um 
decréscimo na PAM semelhante ao observado com a administração intraportal: de 
129.0±3.0 mmHg para 65.9±4.6 mmHg após a dose de 5 mg/kg (p <0.01, n=3) e para 
63.1±3.8 mmHg após a dose de 10 mg/kg (p <0.01, n=5). 
A figura 6.3 resume os resultados das experiências desenhadas para avaliar o efeito da 
dose e via de administração do SIN-1 na sensibilidade à insulina em ratos em jejum, 
quando co-administrado com GSH-E 1 mmol/kg intraportal. 
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Figura 6.3: A) RIST no estado de jejum seguido de RIST após GSH-E 1 mmol/kg intraportal e após 
SIN-1 intraportal dose de 5 mg/kg (n=5) e 10 mg/kg (n=6). O SIN-1 10 mg/kg intraportal após GSH-E 
1 mmol/kg intraportal aumentou significativamente a sensibilidade à insulina. Teste de Kruskal-Wallis, 
p<0.001. Teste de Dunns em relação ao jejum, ** p<0.01. B) RIST no estado de jejum seguido de RIST 
após GSH-E 1 mmol/kg intraportal e após SIN-1 intravenoso dose de 5 mg/kg (n=3) e 10 mg/kg (n=5). 
O SIN-1 intravenoso após GSH-E intraportal não alterou a sensibilidade à insulina.  
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Na série de experiências em que o SIN-1 foi administrado por via intraportal, observou-
se que o RIST Index em jejum foi de 79.1±6.0 mg glucose/kg. Após GSH-E, o RIST Index foi 
de 66.8±5.4 mg glucose/kg e a administração de SIN-1 5 mg/kg ipv não alterou 
significativamente a sensibilidade à insulina (74.2±9.6 mg glucose/kg), n=5. A 
administração de SIN-1 10 mg/kg ipv potenciou a sensibilidade à insulina nestes animais, 
sendo o RIST Index de 159.9±11.4 mg glucose/kg, p <0.01em relação ao RIST Index em 
jejum, n=6, figura 6.3A. 
A administração de SIN-1 por via intravenosa após GSH-E 1 mmol/kg intraportal não 
alterou a sensibilidade à insulina em qualquer das doses testadas. O RIST Index foi de 
76.5±12.0 mg glucose/kg em jejum, foi de 60.9± 12.7 mg glucose/kg após GSH-E e foi de 
55.8±16.7 mg glucose/kg após SIN-1 5 mg/kg iv (n=3). Após SIN-1 10 mg/kg iv o RIST Index 
foi 77.3±6.2 mg glucose/kg, n=5, figura 6.3B. 
 
6.3.3.2. Estudos de dose e via de administração do GSH-E 
 
Nesta série de experiências, procurou-se determinar se a potenciação da sensibilidade 
à insulina observada após co-administração de GSH-E e SIN-1 dependia da dose de 
GSH-E e da via de administração do fármaco.  
Assim, no primeiro grupo de animais realizou-se um RIST no estado de jejum seguido da 
administração intraportal de GSH-E em diferentes doses: 0.1; 0.25; 0.5; 1.0 e 2.0 mmol/kg. 
Após um período de 60 min de estabilização, administrou-se SIN-1 10 mg/kg por via 
intraportal e realizou-se um novo RIST. 
Num segundo grupo de animais realizou-se um RIST no estado de jejum seguido da 
administração intravenosa de GSH-E nas mesmas doses administradas anteriormente: 0.1; 
0.25; 0.5; 1.0 e 2.0 mmol/kg. Após um período de 60 min de estabilização, administrou-se 
SIN-1 10 mg/kg por via intraportal e realizou-se um novo RIST.  
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No grupo em que o GSH-E foi administrado por via intraportal, seguido de SIN-1 ipv, 
constatou-se que a sensibilidade à insulina aumentou após administração conjunta dos 
fármacos e que este aumento foi dependente da dose de GSH-E administrado: de 
82.4±6.6 para 101.1±13.4 mg glucose/kg para GSH-E 0.1 mmol/kg, correspondendo a uma 
aumento de 26.1±9.4 % (n=4); de 89.1±18.5 para 146.8±17.2 mg glucose/kg para a dose 
de 0.25 mmol/kg, correspondendo a um aumento de 44.6±7.9 % (n=4); de 95.2±16.4 para 
158.8±19.2 mg glucose/kg para a dose de 0.5 mmol/kg, correspondendo a um aumento 
de 59.4±15.1 % (n=5); de 83.1±7.5 para 187.3±13.0 mg glucose/kg para a dose de 
1 mmol/kg, correspondendo a um aumento de 138.9±12.7 % (n=8) e, finalmente, de 
76.4±15.6 para 179.9±26.0 mg glucose/kg para a dose de 2 mmol/kg, correspondendo a 
um aumento de 117.3±29.2 %. Teste de Kruskall-Wallis, n=4, p <0.05 (Tabela III).  
 
Tabela III: Valores dos RIST Index no estado de jejum e após co-administração 
intraportal de diferentes doses de GSH-E e SIN-1 10 mg/kg. O aumento que se observou 
na sensibilidade à insulina após co-administração de GSH-E e de SIN-1 foi dependente da 
dose de GSH-E administrada aumento. *p <0.05, **p <0.01; Teste de Kruskal-Wallis seguido 
de teste de Dunns. 
 
 
 
 
    Dose de GSH - E IPV  
(mmol/kg) 
  
  
  0.1   
(n=4)   
0.25   
(n=4)   
0. 5   
(n=5)   
1.0   
(n=8)   
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(n=4)   
RIST JEJUM   82.4±6.6   89.1±18.5   95.2±16.4   83.1±7.5   76.4±15.6   
RIST GSH-E 
+ SIN-1  
101.1±13.4   146.8±17.2   158.8±19.2   187.3±13.0*   179.9±26.0**   
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aumento  
26.1±9.4%   44.6±7.9%   59.4±15.1%   138.9±12.7%*   117.3±29.2%**   
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No segundo grupo de animais o GSH-E foi administrado em diferentes doses por via 
sistémica, seguido de SIN-1 10 mg/kg intraportal. Não se observaram diferenças 
estatisticamente significativas, mesmo com a dose mais elevada de GSH-E testada: de 
74.9±3.0 para 75.6±12.8 mg glucose/kg para a dose de GSH-E de 0.1 mmol/kg (n=3); de 
86.8±14.9 para 105.7±29.1 mg glucose/kg para a dose de 0.25 mmol/kg (n=3); de 94.9±9.3 
para 99.2±11.8 mg glucose/kg para a dose de 0.5 mmol/kg (n=3); de 93.8±3.3 para 
105.6±9.0 mg glucose/kg para a dose de 1 mmol/kg (n=3) e de 105.4±6.6 para 
124.8±15.1 mg glucose/kg para a dose de 2 mmol/kg (n=3). A PAM diminuiu após a 
administração de SIN-1 independentemente da dose de GSH-E administrada e da via de 
administração do fármaco. Não houve diferenças estatisticamente significativas na PAM 
dos vários grupos de animais testados. 
A figura 6.4 representa a curva dose-resposta para a dose de GSH-E versus RIST Index 
após SIN-1 tanto para a administração intraportal como para a administração 
intravenosa de GSH-E. 
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Figura 6.4: RIST Index após SIN-1 em função da dose de GSH-E administrada por via sistémica, 
n=12 () ou intraportal, n=23 (). A sensibilidade à insulina depende da dose de GSH-E 
administrado e observou-se que o GSH-E é mais potente e mais eficaz quando administrado por via 
intraportal do que por via intravenosa. GSH-E ipv: ED50=0.278±0.10 mmol/kg e Emax, =191.4± 11.2 mg 
glucose/kg. GSH-E ipv: ED50 =0.240±0.16 e Emax =116.5±12.2. mg glucose/kg. 
 
 
No caso da administração intraportal de GSH-E, a ED50 foi de 0.278±0.10 mmol/kg e o 
Emax foi de 191.4±11.2 mg glucose/kg (R2=0.5517). No caso da administração intravenosa 
de GSH-E, a ED50 foi de 0.240±0.16 mmol/kg e o Emax foi de 116.5±12.2 mg glucose/kg 
(R2= 0.243). 
Tal como esperado, observou-se um aumento nos níveis de GSH hepático dependente 
da dose de GSH-E intraportal administrado (Tabela IV). 
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Tabela IV: Valores de GSH hepático após administração intraportal de GSH-E, seguido 
de SIN-1 10 mg/kg intraportal. *p <0.05, **p<0.01; Teste de Kruskal-Wallis seguido de teste 
de Dunns. 
 
 
 
 
Representando graficamente os valores de RIST Index após co-administração de GSH-E 
e SIN-1 em função dos níveis de GSH hepático quantificados no final de cada experiência 
constata-se que existe uma tendência para um aumento da sensibilidade à insulina nos 
animais que apresentaram valores de GSH mais elevados no fígado (figura 6.5).  
  GSH - E   
0.1 mmol/kg  +   
SIN - 1 10 mg/kg   
  
(n=4)   
GSH - E   
0.25 mmol/kg +   
SIN - 1 10 mg/kg   
  
(n=4)   
GSH - E  
0.5 mmol/kg +   
SIN - 1 10mg/kg   
  
(n=5)   
GSH - E   
1.0 mmol/kg +   
SIN - 1 10mg/kg   
   
(n=8)   
GSH - E   
2.0 mmol/kg +   
SIN - 1 10mg/kg   
  
(n=4)   
GSH 
Hepático 
( µ mol/g 
tecido)   
  
3.80 ± 1.11 ∗   
  
4.20 ± 0.91   
  
4.30 ± 0.42   
  
7.20 ± 0.40 ∗ ∗   
  
6.13 ± 0.36 ∗   
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Figura 6.5: RIST Index após co-administração de GSH-E e SIN-1 em função da concentração de 
GSH hepático medida no final de cada experiência. De uma maneira geral, os ratos que 
apresentaram maior sensibilidade à insulina após a administração dos fármacos foram aqueles em 
que se observou maior concentração de GSH no fígado. 
 
 
6.4. DISCUSSÃO 
 
O objectivo deste conjunto de experiências foi testar a hipótese de que o sinal 
prandial que conduz à secreção da HISS é modulado pelo aumento dos níveis de GSH e 
de NO hepático que ocorre imediatamente após uma refeição. 
Neste capítulo observou-se que a co-administração de GSH e de NO a ratos em jejum, 
por via intraportal, mimetizou o efeito sensibilizador da insulina induzido pela secreção da 
HISS no estado pós-prandial. Verificou-se também que a potenciação da sensibilidade à 
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insulina foi dependente das doses de GSH e de NO administrado ao fígado. Constatou-se 
ainda que existe uma correlação entre os níveis de GSH, quantificados no fígado dos 
animais, e o aumento da sensibilidade à insulina induzido por co-administração de um 
dador de GSH com um dador de NO. 
 
A administração isolada de NO não altera a sensibilidade à insulina 
 
O efeito do NO na sensibilidade à insulina tem sido extensivamente estudado (Baron, 
1996; Young et al., 1998; Scherrer et al., 2000; Steinberg et al., 2000; Lautt, 2004). Uma das 
hipóteses, discutida no capítulo anterior (capítulo 5.4), propõe que o NO aumenta a 
sensibilidade à insulina devido às suas propriedades vasodilatadoras através do aumento 
do aporte de insulina e glucose aos tecidos alvo (Baron et al., 1995; Clark et al., 2003). 
Mais uma vez, os resultados obtidos contrariam essa hipótese. Observou-se que, apesar 
dos seus efeitos hemodinâmicos, o SIN-1 só aumentou a sensibilidade à insulina quando 
administrado por via intraportal e apenas na presença de níveis elevados de GSH. 
Verificou-se também que, após reposição dos níveis de GSH hepático para valores 
pós-prandiais, o efeito do SIN-1 na sensibilidade à insulina foi dependente da dose 
perfundida, tendo-se observado uma eficácia máxima com a dose de 10 mg/kg. 
 
O glutationo hepático modula a sensibilidade periférica à insulina  
 
Resultados de outros investigadores sugerem que a administração de GSH aumenta a 
sensibilidade à insulina através da sua acção antioxidante (Paolisso et al., 1992b; De 
Mattia et al., 1998). Foram já propostos diversos mecanismos pelos quais o aumento do 
stress oxidativo deteriora a sinalização do receptor da insulina, nomeadamente 
alterações na actividade de tirosina cinase do receptor (Hansen et al., 1999) e alterações 
na expressão e translocação dos transportadores de glucose GLUT-4 (Tirosh et al., 2000) 
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entre outros. De Mattia e Paolisso propuseram que o aumento da sensibilidade à insulina 
observado em diabéticos, após administração de GSH, foi devido à captação de 
radicais livres pelo fármaco, o que diminuiu os efeitos deletérios do stress oxidativo na 
acção da insulina no seu receptor (Paolisso et al., 1992b; De Mattia et al., 1998). Em 
contraste, indivíduos normais pareceram não beneficiar da infusão de GSH, o que indica 
que este fármaco só potencia a sensibilidade à insulina em casos em que o stress 
oxidativo esteja significativamente aumentado.  
Esses resultados vão de encontro ao que se observou nestes estudos, uma vez que a 
administração isolada de GSH-E a ratos Wistar em jejum não aumentou a sensibilidade à 
insulina. Não se conhecem alterações ao nível do receptor da insulina nem aumento dos 
índices de stress oxidativo neste modelo animal, o que minimizou o potencial efeito 
antioxidante do GSH na acção da insulina. 
Enquanto que o GSH por si só não alterou a captação total de glucose, a sua 
co-administração intraportal com o dador de NO, SIN-1, potenciou significativamente o 
efeito hipoglicemiante da insulina nos ratos em jejum. O incremento observado na 
sensibilidade à insulina atingiu um máximo após a administração de GSH-E intraportal 
numa dose de 1 mmol/kg, seguido de SIN-1 intraportal numa dose de 10 mg/kg, sendo 
que 1 mmol/kg de GSH-E foi a dose mínima necessária para repor os valores de GSH 
hepático em níveis equivalentes ao estado pós-prandial (ver tabela I). Foi necessário 
aumentar a concentração intracelular de GSH nos hepatócitos para que a 
administração de NO ao fígado fosse eficaz no aumento da sensibilidade à insulina. 
Observou-se também uma correlação entre os níveis de GSH hepático e a potenciação 
da sensibilidade à insulina induzida pelo SIN-1.  
Está descrito que após uma refeição aumentam os níveis de GSH hepático (Tateishi et 
al., 1977; Meister, 1995)  e a síntese de NO no fígado (Grongnet et al., 2003). A variação 
que ocorre na concentração destas duas espécies químicas pode, no seu conjunto, ser o 
sinal prandial que modula a síntese da HISS. De acordo com esta hipótese, o jejum, o 
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aumento do stress oxidativo, a diminuição da actividade do NOS, a neuropatia hepática 
e qualquer outro processo que diminua os níveis de GSH e/ou de NO conduz a resistência 
à insulina dependente do mecanismo da HISS. De acordo com os resultados deste 
trabalho, a reposição do GSH e do NO hepático para valores controlo deverá normalizar 
a sensibilidade à insulina. 
Uma hipótese bastante interessante, embora puramente especulativa, para a 
etiologia da resistência à insulina pode ser proposta. Segundo esta hipótese, a 
patogénese da resistência à insulina estaria directamente ligada à inibição da HISS 
através da diminuição dos níveis hepáticos de GSH. Esta depleção ocorreria devido ao 
aumento do efluxo sinusoidal do GSH hepático, para neutralizar os radicais livres formados 
em recidivas de hiperglicémia de etiologia genética e/ou ambiental. O fígado é o 
reservatório biológico de GSH e tem, ao contrário dos outros órgãos, capacidade para 
exportar este tripéptido para o plasma em caso de necessidade (Lu, 1998; Ookhtens et 
al., 1998). A canalização das reservas hepáticas de GSH para o combate antioxidante 
teria como consequência a diminuição do GSH hepático e inibição da secreção da HISS. 
A falta de libertação da HISS após as refeições iria, por sua vez, acentuar os episódios de 
hiperglicémia no estado pós-prandial imediato e agravar a resistência à insulina, 
iniciando um ciclo que culminaria na diabetes tipo 2, após exaustão da célula β.  
Assim, propõe-se a hipótese de que o GSH tem duas funções primordiais no organismo, 
uma como defesa antioxidante e outra, como regulador da secreção da HISS no fígado. 
A alteração no equilíbrio entre estas funções, induzida pelo aumento do stress oxidativo, 
desvia o GSH hepático para o seu papel de antioxidante, sacrificando a sensibilização da 
acção da insulina pela HISS. De acordo com esta hipótese, a alteração na secreção da 
HISS é o evento inicial na patogénese da resistência à insulina, sendo responsável pela 
perda do controlo glicémico no estado pós-prandial que é detectável apenas após as 
refeições (Lautt, 2004). Numa segunda fase, o fígado perde a sua capacidade de 
tampão redox do organismo, diminuindo assim a exportação de GSH para o plasma. Os 
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radicais livres acumulam-se e começam a afectar a acção da insulina ao nível do 
receptor através dos mecanismos supra mencionados (Hansen et al., 1999; Tirosh et al., 
2000). Nesta fase é afectada a componente da acção da insulina independente da HISS, 
e a resistência à insulina passa a ser detectável tanto no estado de jejum como no 
estado pós-prandial, acabando por evoluir para a diabetes tipo 2 quando o pâncreas 
não mais conseguir produzir hiperinsulinémia compensatória. 
 
A importância do fígado na sensibilidade periférica á insulina 
 
Os estudos apresentados sustentam o conceito de que o fígado desempenha um 
papel central no controlo da sensibilidade à insulina. Pela primeira vez demonstrou-se que 
a sensibilidade à insulina pode ser potenciada pela co-administração intraportal de 
dadores de NO e GSH a animais em jejum, desde que a concentração intrahepática de 
GSH alcance os níveis observados no estado pós-prandial. Parece assim que o aumento 
do NO e GSH hepáticos, em conjunto, mimetiza o sinal prandial descrito por Lautt em 
2001, e que está representado em esquema na figura 6.6. 
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Figura 6.6: No estado pós-prandial o aumento de nutrientes no sangue portal conduz a um 
aumento nos níveis de glutationo (GSH) hepático. Simultaneamente, é iniciado um reflexo 
parassimpático hepático que resulta na libertação de acetilcolina (ACh) levando à produção de 
monóxido de azoto (NO) e radical anião superóxido (O2•- ) pelo NOS hepático. O GSH e o NO 
hepático são ambos fundamentais para a secreção da HISS pelo fígado. Em jejum, a síntese da HISS 
está bloqueada devido à diminuição do tónus parassimpático hepático, bem como da síntese de 
NO. Os níveis de GSH estão também diminuídos em jejum devido à baixa disponibilidade de 
cisteína para a síntese do tripéptido.   
 
 
Este sinal conduz à libertação da HISS após uma refeição e a uma potenciação da 
acção da insulina no músculo esquelético. Qualquer alteração na sua transmissão 
conduz a resistência à insulina, exclusiva do estado pós-prandial, e que não é detectada 
no estado de jejum. 
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7. EFEITO DOS NITROSOTIOIS, GSNO E SNAP, NA SENSIBILIDADE À 
INSULINA E SUA RELAÇÃO COM O ESTADO PRANDIAL 
 
7.1. INTRODUÇÃO 
 
O mecanismo pelo qual o NO e o GSH, em conjunto, aumentam a sensibilidade à 
insulina permanece desconhecido. Está descrito que na presença de um oxidante forte, 
tal como o oxigénio molecular, o NO reage com grupos tiol de resíduos de cisteína para 
formar S-nitrosotióis. Os RSNOs são moléculas estáveis, devido à ligação covalente que se 
estabelece entre o átomo de azoto do NO e o átomo de enxofre da cisteína, podendo 
por isso ser armazenados ou transportados na corrente sanguínea (Hogg, 2002). Apesar 
da sua estabilidade a ligação S-NO é reversível na presença de agentes redutores, como 
o GSH ou a hemoglobina reduzida, pelo que os RSNOs têm capacidade de fornecer NO 
aos tecidos, sendo muitas vezes descritos como uma forma latente de NO (Stamler et al., 
1992; Jia et al., 1996). Os RSNOs são biologicamente activos como vasodilatadores, tendo 
sido proposto que a sua formação é um passo intermediário na activação do GC pelo 
NOS (Mellion et al., 1983). A S-nitrosoalbumina, S-nitrosohemoglobina, S-nitrosocalmodulina 
e o S-nitrosoglutationo contam-se entre as muitas espécies nitrosadas existentes nos 
sistemas fisiológicos (Stamler, 2003; Al-Sa'doni et al., 2004; Zhang et al., 2005).  
A existência de RSNOs foi inicialmente encarada como estratégia evolutiva de 
armazenamento e transporte do instável NO (Stamler et al., 2001). A sua semi-vida longa 
deve-se em parte às suas características químicas peculiares uma vez que, para além de 
não serem inactivados por espécies radicalares (Schrammel et al., 1998; Hallstrom et al., 
2002), podem inclusivamente ser um produto da reacção do O2-• com o NO, tal como 
sugerido no capítulo 4. Jonathan Stamler resumiu esta particularidade dos RSNOs num 
editorial da revista “Circulation Research”, sugerindo que “a natureza encontrou uma 
elegante forma de explorar um subproduto metabólico deletério, o O2-•, utilizando-o 
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para preservar a actividade biológica do NO sob a forma de reserva nitrosada” (Stamler, 
2004).  
Hoje em dia sabe-se que os RSNOS são muito mais do que um reservatório de NO. 
Várias evidências sugerem que estes compostos desempenham um importante papel 
fisiológico, independente da activação do GC, na modulação da actividade de enzimas 
(Foster et al., 2003; Triggle et al., 2003; Stamler, 2004). A reacção de S-nitrosação tem sido 
apontada como uma modificação pós-translaccional envolvida na regulação alostérica 
da função proteica, em tudo semelhante à clássica fosforilação (Stamler et al., 2001; 
Mannick et al., 2002). O mecanismo de acção proposto para a modulação da função 
proteica pelos RSNOs é a transnitrosação, que consiste basicamente na transferência do 
grupo NO de um RSNO circulante para um resíduo de cisteína de uma proteína ou de um 
péptido. Tal como a fosforilação, a S-nitrosação altera a actividade biológica de 
proteínas de uma forma reversível controlada por ciclos de nitrosação/desnitrosação 
(Lipton et al., 1993; Eu et al., 2000). Foi recentemente proposto que esta modificação pós-
translaccional está envolvida na vasodilatação induzida pela hipóxia (Lipton et al., 2001; 
Lipton, 2001), na inibição da apoptose (Stamler et al., 1992), e no controlo da adesão 
plaquetária (Mellion et al., 1981; Radomski et al., 1987), entre outros efeitos. 
A capacidade de nitrosar proteínas é específica dos RSNOs, o que justifica que muitos 
dos seus efeitos biológicos sejam distintos dos do NO isolado (Feelisch, 1993; Lipton et al., 
1993; Hogg, 2002). Devido às suas características particulares, os RSNOs representam uma 
nova classe de agentes terapêuticos, clinicamente testados (Leopold et al., 1997; 
Leopold et al., 2000) e com aplicação demonstrada em patologias do foro circulatório e 
respiratório. Foi recentemente sugerido que estes fármacos podem ainda ter um papel 
relevante na doença de Parkinson (Chung et al., 2004), em processos inflamatórios (Liu et 
al., 2004), na secreção da insulina, nomeadamente, regulando o enzima glucocinase da 
célula β (Rizzo et al., 2003) e modulando a ligação da insulina ao seu receptor na 
membrana celular de leucócitos (Ragoobirsingh et al., 2004). 
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Partindo da observação de que a via de síntese da HISS necessita de GSH e NO que, 
por sua vez, podem reagir para formar um S-nitrosotiol, propôs-se a hipótese de que a 
acção da HISS é mediada pela formação de S-nitrosoglutationo.   
Neste capítulo testou-se a hipótese de que a administração de RSNOs, o 
S-nitrosoglutationo e o S-nitrosoacetilpenicilamina, promove um aumento na sensibilidade 
à insulina tanto no estado de jejum como no estado pós-prandial, mimetizando a acção 
hipoglicemiante da HISS.  
 
7.2. PROTOCOLOS 
 
Os animais foram sujeitos a um jejum de 24 h, de forma a inibir totalmente a acção da 
HISS. Nos protocolos desenhados para testar o efeito dos fármacos no estado pós-
prandial, o jejum foi seguido de uma hora com livre acesso à comida. 
Além do procedimento cirúrgico descrito no capítulo 3.3, cateterizou-se a veia porta. 
A sensibilidade à insulina foi avaliada utilizando o RIST, descrito previamente no capítulo 
3.5.  
 
7.3. RESULTADOS 
 
7.3.1. Efeito do GSNO, SNAP e SIN-1 na sensibilidade à insulina, no estado de jejum 
 
Todos os protocolos descritos foram realizados em animais sujeitos a um período de 
jejum de 24 h, de forma a inibir totalmente a acção da insulina dependente da HISS. 
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7.3.1.1. Administração de GSNO no estado de jejum  
 
Realizou-se um RIST no estado de jejum. Posteriormente administrou-se o S-nitrosotiol, 
GSNO, numa dose de 50 µmol/kg por via intravenosa ou por via intraportal. Esta dose foi 
escolhida por ser equimolar à dose de SIN-1 que promoveu um aumento da sensibilidade 
à insulina quando co-administrada com GSH-E 1mmol/kg por via intraportal, ou seja, 
10mg/kg (ver resultados 6.3.3.2.). 
A perfusão de GSNO foi feita sob a forma de bólus de 0.4 ml ao longo de 10 min. Após 
um período de estabilização de 60 min efectuou-se um segundo RIST para avaliar o efeito 
do GSNO na sensibilidade à insulina. 
Observou-se uma descida significativa na PAM de 122.1±4.2 mmHg para 
47.5±2.3 mmHg (p <0.001, n=8) imediatamente após a administração intravenosa do 
GSNO. Este decréscimo nas pressões foi transitório e reverteu para valores controlo ao fim 
de 20 minutos (126.4± 3.4 mmHg). A glicémia variou de 87.0± 4.12 mg/dl, antes de iniciar o 
RIST em jejum, para 104.0± 5.8 mg/dl (p <0.01, n=8) após a administração intravenosa de 
GSNO.  
A administração de GSNO 50 µmol/kg por via intraportal provocou uma descida 
significativa na PAM de 125.2±4.1 mmHg para 57.5±6.0 mmHg (p <0.001, n=6, que também 
reverteu para valores controlo num curto espaço de tempo (120.8±4.6 mmHg). A glicémia 
variou de 90.1±4.1 mg/dl para 111.6±7.2 mg/dl após administração intraportal de GSNO 
(p <0.01, n=6). 
Os resultados das experiências desenhadas para avaliar o efeito da administração 
intravenosa e intraportal do GSNO na sensibilidade à insulina encontram-se representados 
graficamente na figura 7.1. 
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Figura 7.1: Efeito do nitrosotiol GSNO 50 µmol/kg na sensibilidade à insulina em animais sujeitos a 
24 horas de jejum. Este nitrosotiol administrado por via sistémica (iv) reverteu a resistência à insulina 
causada pelo estado de jejum (n=8). A administração deste nitrosotiol por via intraportal (ipv) não 
alterou a sensibilidade à insulina, n=6; **=p <0.01. Teste Wilcoxon.  
 
 
Na primeira série de experiências o RIST Index em jejum foi de 107.3±7.2 mg glucose/kg, 
tendo aumentado para 217.3±43.1 mg glucose/kg (n=8, p <0.01) após a administração 
intravenosa de GSNO 50 µmol/kg, o que corresponde a um aumento de 102.9±7.7 % na 
sensibilidade à insulina.  
Num segundo grupo de animais o RIST Index foi de 107.7± 3.8 mg glucose/kg. Após a 
administração intraportal de GSNO 50 µmol/kg o RIST foi de 143.9±24.7 mg glucose /kg 
(n= 6).  
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7.3.1.2. Administração de SNAP no estado de jejum 
 
Realizou-se um RIST no estado de jejum. Posteriormente administrou-se um outro 
S-nitrosotiol, o SNAP, numa dose equimolar à dose de GSNO previamente utilizada (50 
µmol/kg), por via intravenosa ou por via intraportal, sob a forma de bólus de 0.4 ml ao 
longo de 10 min. Após um período de estabilização de 60 min efectuou-se um segundo 
RIST para avaliar o efeito do SNAP na sensibilidade à insulina. 
Antes da administração de SNAP intravenoso a PAM era de 119.5±6.5 mmHg, tendo 
decrescido para 58.3±2.2 mmHg (p <0.001, n= 6) após a administração do fármaco. Ao 
fim de 20 minutos estabilizou em valores basais de 118.5±4.7 mmHg. O SNAP aumentou a 
glicémia de 84.2±4.6 mg/dl para 101.5±6.7 mg/dl (p <0.05, n=6). A administração 
intraportal de SNAP alterou a PAM de 117.0±7.1 mmHg para 55.3±3.4 mmHg (p <0.001, 
n=6). Esta descida acentuada foi, contudo, revertida ao fim de 20 minutos para 
119.0±10.1 mmHg. A glicémia alterou de 91.5±3.6 mg/dl para 112.2±7.9 mg/dl (p <0.05, 
n=6) após a administração intraportal de SNAP. 
O gráfico da figura 7.2 representa o efeito da administração intravenosa e intraportal 
de SNAP na sensibilidade à insulina. 
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Figura 7.2: A administração do nitrosotiol SNAP 50 µmol/kg por via intravenosa (iv) aumentou a 
sensibilidade à insulina, em 56.8± 5.84 %, n=6, *=p <0.05. A administração deste nitrosotiol por via 
intraportal (ipv) não alterou a sensibilidade à insulina, n=6. Teste de Wilcoxon. 
 
 
No protocolo em que o SNAP foi administrado por via sistémica, o RIST Index no estado 
de jejum foi de 76.4±10.2 mg glucose/kg. O SNAP 50 µmol/kg provocou um aumento 
significativo na sensibilidade à insulina para 187.0±25.9 mg glucose/kg (p <0.05, n=6), o 
que corresponde a um aumento de 152.6±5.8 % na sensibilidade à insulina.  
No segundo protocolo, em que o SNAP foi administrado por via intraportal, o RIST Index 
foi de 77.6±10.3 mg glucose/kg em situação controlo e não sofreu alterações após 
administração de SNAP 50 µmol/kg (92.8±16.7 mg glucose/kg, n=6).  
 
  
 
 
 
- 136 - 
7.3.1.3. Administração de SIN-1 no estado de jejum  
 
Realizou-se um RIST no estado de jejum. Posteriormente administrou-se o dador de 
monóxido de azoto não-nitrosotiol, SIN-1, numa dose equimolar à dose de nitrosotióis 
testada nos protocolos anteriores: 50 µmol/kg, o que corresponde a 10mg/kg de 
fármaco. A perfusão do fármaco foi feita por via intravenosa ou por via intraportal, sob a 
forma de bólus de 0.4 ml ao longo de 10 min. Após um período de estabilização de 60 
min efectuou-se um segundo RIST para avaliar o efeito do SIN-1 na sensibilidade à insulina. 
Tanto a administração sistémica como intraportal deste fármaco provocaram uma 
descida acentuada na PAM (SIN-1 iv: de 116.0±7.7 mmHg para 60.0±4.0 mmHg, p <0.001, 
n=5; SIN-1 ipv: de 116.4±3.6 mmHg para 53.4±6.8 mmHg, p <0.001, n=5). Ao fim de 50 
minutos a PAM ainda se encontrava baixa: 77.2±9.6 mmHg, pelo que este fármaco tem 
um efeito hemodinâmico mais prolongado que os outros testados, GSNO e SNAP, 
traduzido num maior tempo de recuperação das pressões arteriais. 
O SIN-1 provocou um aumento estatisticamente significativo da glicémia, 
independentemente do modo de administração (SIN-1 iv: de 91.4±1.3 mg/dl para 
113.2±6.1 mg/dl, p <0.05, n=5; SIN-1 ipv: de 97.6±5.4 mg/dl para 115.5±9.22 mg/dl, p <0.05, 
n=5). O gráfico da figura 7.3 representa o efeito da administração intravenosa e 
intraportal do SIN-1 na acção da insulina. 
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Figura 7.3: O dador de monóxido de azoto não-nitrosotiol, SIN-1, não alterou a sensibilidade à 
insulina quando administrado quer por via sistémica (iv) (n=5) quer por via intraportal (ipv) (n=5). 
Teste Wilcoxon. 
 
 
No primeiro protocolo, o RIST Index controlo foi de 80.4±16.3 mg glucose/kg. Após a 
administração de SIN-1 50 µmol/kg por via sistémica, o RIST Index foi de 77.3±13.9 
mg glucose/kg, o que não é significativamente diferente (n = 5). 
Num segundo grupo de animais, o RIST Index controlo foi de 93.5±10.4 mg glucose/kg. 
Quando se administrou o SIN-1 50 µmol/kg por via intraportal não houve alteração 
significativa da sensibilidade à insulina: 88.7± 6.9 mg glucose/kg (n = 5).  
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7.3.2. Efeito do GSNO e SNAP na sensibilidade à insulina, no estado pós-prandial 
 
Todos os protocolos descritos foram realizados em animais sujeitos a um período de 
jejum de 24 h seguido de livre acesso à comida durante 1 h, de forma a maximizar a 
acção da insulina dependente da HISS.  
A administração do GSNO e do SNAP foi feita exclusivamente por via intravenosa, visto 
não se ter observado um aumento significativo da sensibilidade à insulina após 
administração destes fármacos por via intraportal, nos animais em jejum (ver resultados 
7.3.1.1 e 7.3.1.2.) 
Não se testou o efeito do SIN-1 na sensibilidade à insulina no estado pós-prandial uma 
vez que, contrariamente ao observado com os S-nitrosotióis, o SIN-1 não reverteu a 
inibição da HISS induzida pelo estado de jejum (ver resultados 7.3.1.3.). 
 
7.3.2.1. Administração de GSNO no estado pós-prandial  
 
Realizou-se um RIST no estado pós-prandial. Posteriormente administrou-se o 
S-nitrosotiol, GSNO, numa dose de 50 µmol/kg, por via intravenosa. Tal como no protocolo 
efectuado no estado de jejum, o fármaco foi administrado sob a forma de bólus de 
0.4 ml ao longo de 10 min. Após um período de estabilização de 60 min efectuou-se um 
segundo RIST para avaliar o efeito do GSNO na sensibilidade à insulina no estado pós-
prandial. 
Tal como observado anteriormente na administração deste fármaco a animais em 
jejum, a PAM diminuiu de 120.6±4.6 mmHg para 52.8±1.5 mmHg (p <0.001, n=6). Estes 
valores recuperaram para valores controlo ao fim de cerca de 20 min. Os níveis de 
glucose não sofreram alteração significativa com a administração intravenosa de GSNO: 
de 112.5±3.6 mg/dl para 112.4±3.7 mg/dl.  
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No primeiro grupo de animais o RIST Index foi de 204.4±18.6 mg glucose/kg. A 
administração de GSNO 50µmol/kg por via intravenosa provocou uma inibição de 
29.2±5.0 % da sensibilidade à insulina, obtendo-se um RIST Index de 
138.2±20.4 mg glucose/kg (p <0.01, n=11). Os resultados das experiências em que se 
avaliou o efeito da administração intravenosa de GSNO na sensibilidade à insulina 
encontram-se esquematizados na figura 7.4. 
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Figura 7.4: Efeito do GSNO 50 µmol/kg na sensibilidade à insulina no estado pós-prandial. A 
administração intravenosa (iv) deste nitrosotiol diminui a sensibilidade à insulina n=6. **=p <0.01. 
Teste Wilcoxon. 
 
 
7.3.2.2. Administração de SNAP no estado pós-prandial  
 
Após a realização de um RIST controlo no estado pós-prandial, administrou-se o 
S-nitrosotiol, SNAP, numa dose de 50 µmol/kg por via intravenosa. A perfusão deste 
fármaco foi feita sob a forma de bólus de 0.4 ml ao longo de 10 min. Após um período de 
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estabilização de 60 min efectuou-se um segundo RIST para avaliar o efeito do SNAP na 
sensibilidade à insulina no estado pós-prandial. 
A administração deste fármaco provocou uma descida na PAM de 125.0±1.2 mmHg 
para 56.25± 2.7 mmHg (p <0.01, n=4), que foi revertida após 20 minutos. A glicémia variou 
de 103.8±6.3 mg/dl para 121.3±9.5 mg/dl após a administração intravenosa de SNAP. 
Após a administração intravenosa de SNAP 50 µmol/kg, o RIST Index diminuiu 30.3±13.4 %: 
de 201.6±27.3 mg glucose/kg para 131.1±8.9 mg glucose/kg (p <0.05, n=4). Estes 
resultados estão representados graficamente na figura 7.5.  
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Figura 7.5: Efeito do SNAP 50 µmol/kg na sensibilidade à insulina no estado pós-prandial. A 
administração intravenosa (iv) deste nitrosotiol diminui a sensibilidade à insulina, n=4. *=p <0.05. 
Teste de Wilcoxon. 
 
 
A título de resumo apresenta-se em seguida a tabela V, que esquematiza as 
alterações percentuais observadas na sensibilidade à insulina após administração GSNO, 
SNAP e SIN-1 em função da via de administração e do estado prandial. 
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Tabela V: Efeito da administração de dadores de NO, quimicamente distintos, na 
sensibilidade à insulina em função do modo de administração e do estado prandial. ns- 
sem diferença estatística; ↑- aumento; ↓- decréscimo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.4. DISCUSSÃO 
 
Foi testada a hipótese de que a administração de S-nitrosotióis mimetiza a acção 
hipoglicemiante da HISS.  
Observou-se um aumento da sensibilidade à insulina após administração intravenosa, 
mas não após administração intraportal, de GSNO e SNAP a animais no estado de jejum. 
O nitrovasodilatador clássico, SIN-1, administrado nas mesmas condições, não mimetizou 
a acção da HISS.    
Concluiu-se que o órgão alvo dos RSNOs na modulação da sensibilidade à insulina 
não é o fígado, mas sim um órgão periférico. Propõe-se como hipótese que os RSNOs 
mimetizam a acção da HISS no seu local de acção, o músculo esquelético, mas são 
ineficazes na estimulação da sua secreção hepática. 
 
JEJUM PÓS-PRANDIAL 
 IPV IV IV 
GSNO ns ↑ 102.9 % ↓ 29.2 % 
SNAP ns ↑ 152.6 % ↓ 30.3 % 
SIN-1 ns ns - 
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Constatou-se ainda que no estado pós-prandial, em que a síntese da HISS é máxima, a 
administração intravenosa de RSNOs induziu uma inesperada insulinoresistência. Estes 
resultados sugerem que a administração de RSNOs em situações em que a HISS está a ser 
produzida desencadeia a sua inibição por um mecanismo de retroacção negativa. 
 
O papel dos nitrosotióis na sensibilidade à insulina 
 
Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o efeito da administração de 
RSNOs na sensibilidade à insulina foi condicionado pelo modo de administração dos 
fármacos. Constatou-se assim que, em ratos em jejum, a administração intravenosa de 
RSNOs induziu um aumento significativo da sensibilidade à insulina, ao contrário da 
administração intraportal. Estes resultados sugerem que os RSNOs reverteram a resistência 
à insulina induzida pelo estado de jejum, mimetizando a acção da HISS no seu local de 
acção – o músculo esquelético, e não no seu local de síntese – o fígado. Mais ainda, os 
resultados apontam para que a administração intraportal de GSNO e SNAP tenha 
conduzido à sua rápida metabolização por parte do fígado, o que impediu a sua 
recirculação e o seu efeito sensibilizador da insulina nos tecidos periféricos. De facto, 
apesar de não se ter observado uma diferença estatisticamente significativa na 
sensibilidade à insulina após administração intraportal de RSNOs, o RIST Index mostrou 
uma ligeira tendência para aumentar. Esta tendência sugere que os fármacos teriam um 
efeito semelhante ao observado após administração sistémica, não fosse a sua rápida 
metabolização pelos hepatócitos, que preveniu a sua recirculação e impediu a sua 
acção mimetizadora da HISS no músculo esquelético. Corroborando esta hipótese, 
Kashiba et al. demonstraram em 1999 que os RSNOs apresentam grande instabilidade em 
homogenatos de fígado, onde são rapidamente degradados devido ao elevado poder 
redutor do fígado, por comparação com o plasma, onde permanecem estáveis. Embora 
o modo de administração dos RSNOs tenha condicionado o seu efeito na sensibilidade á 
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insulina, não influenciou a acção dos fármacos quer a nível dos valores da glicémia, quer 
a nível das alterações hemodinâmicas. Este facto pode ser explicado pela observação 
de que a dose de GSNO necessária para induzir um decréscimo de cerca de 30% na 
pressão arterial média em ratos é de 1µmol/kg (Sehba et al., 1999), dose esta que é cerca 
de 50 x inferior à utilizada nesta série de experiências. Assim, apesar de os RSNOs sofrerem 
um efeito de primeira passagem, quando administrados por via intraportal, a dose de 
50µmol/kg utilizada permitiu a recirculação de fármaco numa concentração suficiente 
para provocar alterações significativas na PAM. 
Uma outra conclusão interessante desta série de experiências é que o efeito dos 
RSNOs na sensibilidade à insulina foi significativamente diferente do efeito induzido por 
um dador de NO não-nitrosotiol. Enquanto que a administração intravenosa de GSNO e 
de SNAP reverteu parcialmente a resistência à insulina induzida pelo jejum, o SIN-1 não 
provocou qualquer alteração no RIST Index, tanto após administração intraportal como 
intravenosa. Apesar de o SIN-1, o GSNO e o SNAP terem exercido um efeito vasodilatador 
e hiperglicémico de magnitude semelhante, só os RSNOs induziram um aumento da 
sensibilidade à insulina, o que demonstra que a hiperglicémia e a vasodilatação 
temporárias observadas não foram responsáveis pelo aumento da captação de glucose 
induzida por estes fármacos. Está descrito que os RSNOs podem, ao contrário de outros 
dadores de NO, alterar a função de proteínas por transnitrosação. Apesar de meramente 
especulativa, propõe-se a hipótese de que estes fármacos mimetizaram a acção da HISS 
através da transnitrosação de proteínas no músculo esquelético ao contrário do SIN-1, 
que devido à sua natureza não-nitrosotiol, não induziu reacções de transnitrosação. 
 Uma das proteínas candidatas a S-nitrosação pelos RSNOs é o enzima glucocinase 
(GK), cuja actividade regula a glicólise e a captação de glucose no fígado e pâncreas, 
encontrando-se diminuída em doentes diabéticos (Basu et al., 2001). Foi recentemente 
demonstrado que o GK é activado por nitrosação no pâncreas (Rizzo et al., 2003), o que 
sugere que o efeito sensibilizador da insulina induzido pelos RSNOs pode ser devido a 
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regulação pós-trancricional da isoforma do enzima hexocinase presente no músculo. 
Conclui-se que o GSNO e o SNAP têm um papel na modulação da sensibilidade à 
insulina, que está intimamente relacionado com a natureza da ligação S-NO. 
Os resultados obtidos após a administração sistémica de GSNO e SNAP no estado pós-
prandial mostraram uma diminuição do RIST Index de cerca de 30 %, em dissonância com 
os dados obtidos para animais em jejum em que a administração sistémica de RSNOs 
aumentou a sensibilidade à insulina. Estes resultados sugerem que a administração de 
RSNOs no estado pós-prandial, em que a síntese da HISS é máxima, induz uma inibição da 
sua acção, sugerindo um efeito regulador da acção hipoglicemiante da HISS pelos 
RSNOs.   
A hipótese proposta é a seguinte: o facto de os RSNOs aumentarem a sensibilidade à 
insulina por actuação directa no músculo esquelético indica que a natureza química da 
HISS está relacionada com a ligação S-NO. Pressupondo que a HISS é um nitrosotiol ou 
uma proteína nitrosada, parece fisiologicamente adequado que no estado pós-prandial, 
em que a sua secreção é máxima, a administração de um mimetizador da sua acção 
desencadeie um mecanismo de retroacção negativa, provocado por um aumento de 
RSNOs em circulação, em analogia com outros sistemas de natureza humoral. 
Esta retroacção negativa pode ocorrer de várias formas, nomeadamente através da 
desensibilização directa dos receptores de insulina ou dos GLUT-4 ou ainda através da 
diminuição da acção da HISS no músculo esquelético. 
Em relação ao primeiro mecanismo proposto, a hipótese é que a administração de 
RSNOs no estado pós-prandial desencadeia um mecanismo compensatório da excessiva 
estimulação da via da HISS, promovendo a desensibilização dos receptores de insulina ou 
uma diminuição da expressão dos transportadores de glucose, GLUT-4. Esta hipótese é 
suportada pelos resultados de Yasukawa et al. em que a incubação de mioblastos de 
rato em cultura com elevadas doses de GSNO inibiu a actividade de tirosina cinase do 
receptor de insulina (Yasukawa et al., 2005). Foi ainda demonstrado que a administração 
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crónica de GSNO em concentrações elevadas (100 mM) inactivou a Akt e o IRS-1, 
proteínas chave na cascata de transdução de sinal da insulina, através de uma reacção 
de S-nitrosação (Carvalho-Filho et al., 2005). 
McGrowder et al. confirmaram que a administração de GSNO induziu resistência à 
insulina no estado pós-prandial (McGowder et al., 1999; McGrowder et al., 2001) tendo 
proposto mais tarde que o mecanismo estaria relacionado com alterações no número e 
afinidade de receptores de insulina, embora tenham realizado os seus estudos em 
leucócitos, que não são células alvo da insulina por excelência (McGrowder et al., 2002; 
Ragoobirsingh et al., 2004). Por outro lado, o mesmo grupo publicou recentemente um 
estudo realizado em culturas primárias de músculo esquelético em que concentrações 
na ordem dos micromolar de GSNO aumentaram a captação de glucose nas 
preparações em estudo, enquanto que concentrações elevadas (da ordem dos 
milimolar) conduziram a um efeito inibitório na captação de glucose, tanto em animais 
normais como em diabéticos (McGrowder et al., 2006a; McGrowder et al., 2006b). Estes 
resultados parecem sugerir que o efeito sensibilizador da acção da insulina exercido 
pelos RSNOs é dependente da concentração no meio destes compostos. Já em 1997, 
Balon et al. tinham descrito que a exposição de células do músculo esquelético a 
concentrações baixas de dadores de NO aumentava a captação de glucose, enquanto 
que com doses elevadas do fármaco o transporte de glucose diminuía (Balon et al., 
1997). O grupo de McGrowder verificou ainda que concentrações baixas de GSNO 
potenciaram não só a captação basal de glucose, como também a captação de 
glucose estimulada pela insulina aumentando o transporte de glucose mediado pela 
insulina em cerca de 40 % (McGrowder et al., 2006b). O aumento da captação de 
glucose induzido por concentrações baixas de RSNOs foi observado tanto em ratos 
normais como em diabéticos, o que sugere que o aporte de glucose induzido pelos 
RSNOs se encontra funcional no músculo esquelético de animais diabéticos (McGrowder 
et al., 2006b).    
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A diminuição na acção da insulina observada após a administração sistémica de 
RSNOs a animais no estado pós-prandial também se poderá dever a um bloqueio da 
acção da HISS no músculo esquelético.  
Uma hipótese a considerar diz respeito à diminuição da acção da HISS por factores 
autócrinos. A administração de RSNOs pode potenciar a síntese de um metabolito 
produzido no músculo que inibe a acção da HISS neste órgão, através de um mecanismo 
autócrino. O lactato é um potencial candidato a esta função, uma vez que os RSNOs 
podem mimetizar um sinal de hipóxia, originando lactato (Lipton et al., 2001). Embora seja 
normalmente encarado como um subproduto metabólico que serve de substrato para a 
neoglucogénese, o lactato tem um papel relevante na modulação da sensibilidade à 
insulina. As evidências são claras: os níveis basais de lactato estão aumentados em 
doentes com intolerância à glucose (Consoli et al., 1990); a hiperlactatémia reduz a 
captação de glucose pelo músculo esquelético (Lombardi et al., 1999; Choi et al., 2002)e 
o mRNA dos transportadores de glucose GLUT-4 (Lombardi et al., 1999), a infusão de 
lactato na artéria pancreática induz um aumento da secreção da insulina (Federspil et 
al., 1980) coerente com a hiperinsulinémia observada em situações de resistência à 
insulina. Constatou-se também que em humanos saudáveis, no estado pós-prandial, a 
variação temporal dos níveis de lactato ao longo do RIST correlaciona-se inversamente 
com a acção fisiológica da HISS, sugerindo que este metabolito inibe a sua acção e/ou a 
sua síntese (Patarrão et al., observações não publicadas).  
Os resultados obtidos neste capítulo corroboram a hipótese de a HISS ser um nitrosotiol. 
A principal evidência surge do facto de a administração de RSNOs reverter a inibição da 
HISS pelo estado de jejum actuando, não no fígado (o seu local de síntese), mas no 
músculo esquelético (órgão alvo). Mais ainda, o facto de se observar uma diminuição no 
RIST Index após administração de RSNOs a animais no estado pós-prandial consolida a 
acção da HISS como um mecanismo de natureza humoral, finamente regulado por uma 
clássica inibição por retroacção negativa. 
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Com base nos resultados apresentados, propõe-se o esquema da figura 7.6 para o 
mecanismo de acção da HISS: no estado pós-prandial é desencadeado um reflexo 
parassimpático hepático que conduz à activação do NOS nos hepatócitos. 
Concomitantemente, aumentam os níveis de GSH no fígado devido a uma maior 
biodisponibilidade de cisteína. Estas condições favorecem a formação de um composto 
nitrosado, a HISS, que é lançado na corrente sanguínea para aumentar a captação 
periférica de glucose no músculo esquelético numa reacção mediada pelo grupo S-NO.  
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Figura 7.6: No estado pós-prandial é desencadeado um reflexo parassimpático hepático que 
conduz à activação do NOS nos hepatócitos. Concomitantemente, aumentam os níveis de GSH no 
fígado devido a uma maior biodisponibilidade de cisteína. Estas condições favorecem a formação 
de um composto nitrosado (RSNO), a HISS, que é lançado na corrente sanguínea para aumentar a 
captação periférica de glucose no músculo esquelético numa reacção mediada pelo grupo S-NO.  
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8. DISCUSSÃO GERAL 
 
O objectivo geral desta dissertação consistiu na caracterização da via de sinalização 
hepática que conduz à libertação da HISS pelo fígado, e que regula a sensibilidade 
periférica à insulina. 
O trabalho aqui apresentado corrobora a hipótese de que a sequência de eventos 
moleculares que regulam a secreção hepática da HISS se inicia com um reflexo 
parassimpático que conduz à libertação de ACh, levando posteriormente à produção de 
NO pelos hepatócitos.  
Observou-se que a integridade das vias de síntese de NO e GSH hepáticos é crucial na 
acção da insulina dependente da HISS, e ainda que a resistência à insulina dependente 
da HISS pode ser revertida através da administração conjunta de dadores de NO com 
dadores de GSH. 
Constatou-se que a administração sistémica de nitrosotióis restabelece a acção da 
HISS em animais no estado de jejum, enquanto que a administração intraportal destas 
substâncias provoca uma diminuição da sua acção. Os resultados obtidos sugerem que 
a HISS é um nitrosotiol. 
   
8.1. CONSIDERAÇÕES METODOLÓGICAS  
  
Do ponto de vista metodológico, não se dispõe correntemente de nenhum método 
que quantifique directamente a HISS, no entanto as suas características 
farmacodinâmicas têm sido extensivamente estudadas recorrendo a métodos de 
avaliação da sensibilidade à insulina.  
Neste trabalho, a sensibilidade à insulina e a acção da HISS foram quantificadas 
utilizando o RIST, embora existam outros métodos que se mostraram eficazes na sua 
detecção, tais como a medição dos gradientes arterio-venosos de glucose nos leitos 
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vasculares (Xie et al., 1996b; Moore et al., 2002) ou o teste de tolerância à insulina (Xie et 
al., 1993; Reid et al., 2002).  
A escolha do método a utilizar recaiu sobre o RIST devido às diversas vantagens que 
este apresenta em relação a outras formas de avaliação da sensibilidade à insulina. Por 
exemplo, ao contrário do ITT, o RIST é um teste euglicémico que permite a manutenção 
dos níveis basais de glucose, insulina, glucagina e catecolaminas, eliminando assim 
possíveis artefactos associados a alterações na secreção das hormonas contra-
reguladoras. O RIST permite ainda o uso de desenho experimental emparelhado 
possibilitando a avaliação do efeito de múltiplas manipulações farmacológicas ou 
cirúrgicas na sensibilidade à insulina, no mesmo animal e no mesmo dia, contrariamente 
ao ITT que não permite a realização múltipla de testes no mesmo animal devido à 
hipoglicémia decorrente (Reid et al., 2002). No entanto, e apesar de todas as diferenças 
conceptuais inerentes, o RIST e o ITT mostraram possuir excelente correlação entre si no 
que diz respeito à detecção e quantificação da componente da acção da insulina 
dependente da HISS (Reid et al., 2002). 
Já em relação ao gold standard, clamp hiperinsulinémico euglicémico, estudos 
comparativos entre as diversas metodologias demonstraram que o HIEC apenas detecta 
a HISS nos primeiros minutos de infusão de insulina, conduzindo posteriormente a um 
bloqueio parcial da sua acção (Reid et al., 2002). Foi proposto que o HIEC inibe a acção 
da HISS devido à prolongada perfusão de insulina que, neste teste, chega a demorar 
3 horas. A insulina é normalmente secretada pela célula β do pâncreas de forma pulsátil 
com uma frequência que varia entre 5 a 30 min em espécies tão distintas como ratos, 
gatos, babuínos, macacos e humanos (Goodner et al., 1977; Lang et al., 1979; Chou et al., 
1991; Rorsman et al., 2003), sendo que alterações no padrão pulsátil da secreção da 
insulina conduzem a intolerância à glucose (Lang et al., 1981; Zarkovic et al., 1999). Assim 
o HIEC pode introduzir artefactos na medição da sensibilidade à insulina, decorrentes da 
perfusão contínua de insulina por períodos de tempo prolongados (Lautt, 2003). Está 
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também descrito que este método não foi capaz de reproduzir as alterações na 
sensibilidade à insulina que se observam do estado de jejum para o estado pós-prandial 
com o RIST e o ITT (Reid et al., 2002).  
O HIEC não representa uma alternativa viável para o estudo da HISS uma vez que tem 
pouca sensibilidade para detectar a componente da acção da insulina dependente da 
HISS, (Reid et al., 2002). Ao contrário do RIST ou do ITT, em que a insulina é administrada 
sob a forma de bólus com a duração de 5 min, o HIEC envolve a perfusão contínua de 
doses elevadas de insulina, o que contraria a secreção fisiológica pulsátil da insulina e 
conduz a uma inibição da secreção da HISS (Reid et al., 2002). Para além disto está 
descrito que a hiperinsulinémia reduz o tónus vagal cardíaco (Van De Borne et al., 1999), 
o que sugere que a infusão prolongada de insulina que ocorre durante o HIEC poderá 
também inibir o ramo hepático do vago, imprescindível para a secreção da HISS. Este 
facto poderá explicar em parte a descoberta tardia do mecanismo de potenciação da 
acção da insulina mediado pela HISS, visto que a técnica de referência para a avaliação 
da sensibilidade à insulina, o HIEC, não detecta esta componente da acção da insulina. 
Para além disto e, como já foi descrito, a acção da insulina dependente da HISS é 
máxima após uma refeição e torna-se praticamente insignificante após 24 h de jejum, 
sendo que em ratos metade deste decréscimo ocorre nas primeiras 6 h de jejum (Lautt et 
al., 2001). É prática corrente que os estudos de avaliação da acção da insulina sejam 
executados no período de jejum, período este em que a contribuição da HISS para a 
sensibilidade à insulina é negligenciável. Por razões intrinsecamente ligadas à 
metodologia e aos protocolos experimentais utilizados, a existência da HISS foi ignorada 
pela comunidade científica ao longo de várias décadas. 
Uma das falhas que tem sido apontada ao RIST é que este teste fornece apenas uma 
medida indirecta da acção da HISS, calculada através da subtracção do efeito 
hipoglicemiante da insulina em condições controlo e após bloqueio da componente da 
HISS. A HISS permanece por identificar o que impossibilita o desenvolvimento de um 
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ensaio biológico que quantifique directamente a sua acção, sendo que as evidências 
experimentais acumuladas ao longo de anos por vários grupos de trabalho tornam 
indubitável a existência deste factor humoral (Lautt, 1980; Moore et al., 1994; Petersen et 
al., 1994; Stumpel et al., 1998; Hsieh et al., 1999; Porszasz et al., 2003; Ribeiro et al., 2005; 
Afonso et al., 2007). A avaliação da componente da HISS através das suas propriedades 
farmacodinâmicas foi validada através da observação de que os parâmetros 
farmacocinéticos da insulina não são alterados pelos procedimentos farmacológicos e 
cirúrgicos que bloqueiam a secreção da HISS, nomeadamente em gatos (Xie et al., 
1995a), ratos (Lautt, observações não publicadas) e humanos (Patarrão, observações 
não publicadas), em que se observou que a administração de atropina não altera os 
níveis de insulina basal nem o valor máximo de insulina circulante após administração 
exógena da hormona. Outros grupos observaram que não ocorrem alterações nas 
propriedades farmacocinéticas da insulina após desnervação hepática em cães (Moore 
et al., 2002), o que corrobora que a alteração na sensibilidade à insulina observada 
nestes animais não se deve a alterações nas propriedades farmacocinéticas da 
hormona, mas sim à inibição da secreção hepática da HISS.  
Conclui-se que o RIST é a técnica mais indicada para avaliar a acção total da insulina, 
e em particular a acção da insulina dependente da HISS, uma vez que combina os 
pontos fortes do ITT e do HIEC: por um lado recorre à administração de um bólus de 
insulina que se aproxima mais da secreção fisiológica desta hormona e, por outro lado, 
sendo um teste euglicémico, evita a interferência das hormonas contrareguladoras. O 
RIST permite ainda a avaliação da sensibilidade à insulina tanto no estado de jejum como 
no estado pós-prandial. 
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8.2. DESVIO DE UM PARADIGMA. A RELEVÂNCIA DA HISS NA SENSIBILIDADE À INSULINA. 
  
A hipótese da HISS representa um desvio de um paradigma face ao entendimento 
clássico do que é a resistência à insulina. O aspecto mais inovador deste novo 
mecanismo passa pela constatação de que 50 a 60 % da acção hipoglicemiante 
atribuída à insulina é da responsabilidade deste factor humoral, secretado pelo fígado, 
que actua exclusivamente no músculo esquelético e no estado pós-prandial. 
Por outro lado, a resistência à insulina tem sido tradicionalmente avaliada no estado 
de jejum em detrimento do estado pós-prandial. Compreende-se que a tendência no 
passado tenha sido a de utilizar o jejum como estado basal por excelência para o estudo 
do metabolismo, mas hoje em dia é cada vez mais evidente que as primeiras alterações 
no metabolismo ocorrem exactamente no estado pós-prandial, em que o desafio 
secretor à célula β é mais acentuado e a manutenção da homeostasia da glucose é 
mais exigente. A Associação Americana de Diabetes tem vindo a alertar para a 
necessidade premente de considerar os parâmetros metabólicos no estado pós-prandial 
para o diagnóstico da resistência à insulina e da diabetes tipo 2 (American Diabetes 
Association, 2001). Para isto, muito contribuíram os resultados obtidos nos estudos DCCT 
(Peterson et al., 1995) e DECODE (Balkau, 1999) que destacam a necessidade de 
detecção e intervenção precoces na resistência à insulina de forma a evitar a evolução 
para uma diabetes franca, com a morbilidade e mortalidade que lhe estão associadas. 
Concluiu-se ainda que a utilização da glicémia em jejum como o único parâmetro para 
o diagnóstico da diabetes leva a um sub-diagnóstico da resistência à insulina, permitindo 
que indivíduos com hiperglicémia pós-prandial e glicémia em jejum normal não sejam 
detectados e intervencionados numa fase inicial da doença (Balkau, 1999; Leiter et al., 
2005). 
A relevância do estado metabólico pós-prandial comparativamente ao estado de 
jejum na fisiopatologia da resistência à insulina tem sido amplamente demonstrada em 
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diversos estudos. Cerca de 33 % de doentes diagnosticados como tendo diabetes tipo 2 
com base na hiperglicémia pós-prandial têm valores normais de glicémia em jejum (Leiter 
et al., 2005). A relação entre a HbA1C e a glicémia foi estudada em diabéticos tipo 2, em 
diferentes alturas do dia, e observou-se que os níveis de HbA1C se correlacionavam 
melhor com a glicémia no período pós-prandial imediato do que com a glicémia em 
jejum (Avignon et al., 1997). Também se verificou que o risco de mortalidade por doença 
cardiovascular devido à diabetes tipo 2 apresenta uma correlação muito mais forte com 
os níveis de glicémia durante uma PTGO do que com os níveis medidos em jejum (Balkau, 
1999; Hanefeld et al., 1999). 
A acumulação de dados experimentais evidenciando o papel proeminente da 
regulação da glicémia pós-prandial na fisiopatologia da diabetes tipo 2 é um indicador 
da relevância fisiológica do mecanismo da HISS, cujo efeito sensibilizador da insulina 
mediado pelo fígado é controlado pelo estado prandial (Lautt et al., 2001). 
Efectivamente, o efeito hipoglicémico de um bólus de insulina é máximo após uma 
refeição e diminui cerca de 55 % após um período de 24 h de jejum, devido à inibição da 
síntese da HISS. Assim, enquanto que alterações na acção da insulina observadas no 
estado de jejum se devem única e exclusivamente a defeitos na componente 
independente da HISS, a resistência à insulina que se observa no estado pós-prandial 
pode dever-se a alterações na secreção e/ou acção da HISS.  
Os resultados apresentados neste trabalho revelam que a secreção da HISS depende 
da síntese de GSH e de NO no fígado. Foi descrito por vários investigadores que no 
estado pós-prandial ocorre um aumento tanto nos níveis de GSH hepático (Tateishi et al., 
1977) como na síntese de NO (Grongnet et al., 2003). Este aumento nos níveis de GSH e 
NO no fígado que ocorrem imediatamente após uma refeição parece ser o sinal que 
inicia a síntese hepática da HISS. De acordo com esta hipótese, o jejum, o aumento do 
stress oxidativo, polimorfismos que limitem a actividade do NOS ou qualquer outro 
processo que induza uma diminuição do GSH e/ou NO hepáticos conduzirá a resistência 
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à insulina (Khamaisi et al., 2000; Latour et al., 2002; Guarino et al., 2003; Ceriello et al., 2004; 
Guarino et al., 2004; Lautt, 2004). Considerando o trabalho apresentado conclui-se que a 
reposição dos níveis de NO e GHS hepáticos permite o restabelecimento da 
síntese/secreção da HISS e um aumento da sensibilidade à insulina. 
O papel do NO hepático na libertação da HISS já era conhecido desde 1998 (Sadri et 
al., 1998). O trabalho realizado nesta dissertação procurou esclarecer a via de sinalização 
pela qual o NO despoleta a secreção desta hormona, revelando alguns aspectos 
inéditos da fisiologia e fisiopatologia da secreção de NO no fígado. 
Uma das hipóteses vigentes para o efeito do NO na sensibilidade à insulina é a de que 
o NO aumenta a sensibilidade à insulina devido ás suas propriedades vasodilatadoras, 
aumentando o aporte de glucose e insulina aos tecidos alvo da insulina (Clark et al., 
2003). Os resultados apresentados contradizem esta hipótese, indicando que o efeito do 
NO na sensibilidade à insulina é localizado no fígado, sendo um efeito metabólico e não 
hemodinâmico, tal como discutido no capítulo 4. Mais ainda, nem todos os dadores de 
NO aumentam a sensibilidade à insulina, tendo-se observado que é necessária a 
administração de um dador de NO que mimetize a acção do NOS in vivo, ou seja, um 
dador de NO e O2•-. O efeito potenciador do NO na sensibilidade à insulina só é 
observável caso as reservas hepáticas de GSH se encontrem intactas, o que sugere que o 
NO pode reagir com o GSH para formar uma espécie nitrosada. 
Neste trabalho observou-se que a activação do GC hepático está envolvido na 
secreção da HISS pelo fígado. Ficou por esclarecer se a estimulação deste enzima ocorre 
directamente por activação do NOS hepático ou se, por outro lado, depende da 
formação de GSNO no fígado. Está descrito que os RSNOs podem activar o GC para 
estimular a síntese de GMPc (Schrammel et al., 1998), o que sugere que a formação 
destas espécies químicas pode ocorrer a montante da síntese de GMPc na cascata de 
eventos intracelulares que conduz à formação da HISS. Embora o mecanismo pelo qual o 
GMPc modula a secreção da HISS não tenha sido extensivamente estudado neste 
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trabalho, está descrito que este segundo mensageiro activa o cinase dependente do 
GMPc (PKG) que está envolvido em processos de fosforilação e regulação de várias 
proteínas (Waldman et al., 1987). Sabe-se que, nos hepatócitos, a via do NO/GC/PKG 
potencia a libertação de cálcio das reservas intracelulares através da fosforilação dos 
receptores do IP3 (Guihard et al., 1996), o que poderá sugerir um papel regulador desta 
via na secreção da HISS, através da mobilização do Ca2+. 
 Uma outra hipótese explicativa para o envolvimento da GC na secreção da HISS está 
relacionada com a via de transdução de sinal iniciada pela activação do adenilato 
ciclase, produção de AMPc e activação da PKA, que é um dos principais reguladores 
dos níveis de GSH hepático (Lu et al., 1991). Está descrito que os hepatócitos expressam 
duas isoformas de fosfodiesterases específicos para o AMPc e regulados pelo GMPc 
(Beavo, 1995), que podem modular os níveis de GSH. Assim sendo, a inibição da síntese 
de GMPc influencia o GSH hepático através de cross-talk com o AMPc, representando 
mais um passo de controlo da secreção da HISS. A discussão desta hipótese é baseada 
num projecto a decorrer no laboratório da Professora Doutora Maria Paula Macedo. 
Enquanto que vários autores apontam para um papel crucial do NO hepático na 
sensibilidade à insulina, existe ainda alguma controvérsia relativamente à origem deste 
NO. Porszasz et al. propõem que o NO envolvido na libertação da HISS é de origem 
nervosa sensorial, com base na observação de que a desnervação sensorial do plexo 
hepático anterior com capsaicina (Porszasz et al., 2002) conduz a resistência à insulina da 
mesma magnitude da observada pelo nosso grupo, e também pelo grupo de Lautt, após 
inibição farmacológica do NOS (Sadri et al., 1999; Guarino et al., 2001; Guarino et al., 
2003). No entanto, Porszasz et al. utilizaram no seu trabalho ratos Wistar submetidos a um 
jejum de 24 h, o que, segundo os nossos resultados, corresponde a um estado de inibição 
total do mecanismo de sensibilização hepática da acção da insulina. Conclui-se que o 
efeito deletério da desnervação sensorial do plexo hepático anterior na sensibilidade à 
insulina é muito provavelmente independente do mecanismo da HISS. O NO hepático 
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envolvido na secreção da HISS provém da activação do NOS hepático, induzida pela 
activação dos nervos parassimpáticos hepáticos, que actuam através de receptores 
colinérgicos muscarínicos (Xie et al., 1995b; Sadri et al., 1999; Guarino et al., 2004). 
Um outro aspecto importante deste trabalho prende-se com a observação de que o 
GSH produzido no fígado tem um papel preponderante na acção da insulina no estado 
pós-prandial, que é independente da sua acção anti-oxidante. A diminuição de GSH 
observada na diabetes tipo 2 tem sido interpretada à luz da teoria dos radicais livres, 
segundo a qual a hiperglicémia observada na diabetes tipo 2 conduz a um aumento da 
formação de radicais livres e, indirectamente, à depleção de reservas anti-oxidantes 
(Ceriello et al., 2004). No entanto os resultados sugerem que a depleção do GSH 
hepático pode, por si só, diminuir a sensibilidade à insulina sem que haja aumento da 
produção de radicais livres, resultados estes suportados pelas observações de Khamaisi et 
al., em que o mesmo protocolo experimental de depleção de GSH utilizado neste 
trabalho induziu intolerância à glucose em ratos sem alterar parâmetros relacionados 
com o stress oxidativo (Khamaisi et al., 2000). Este autor verificou que a tolerância 
diminuída à glucose observada não se podia atribuir a alterações na acção da insulina 
(avaliada pela captação de 2-desoxiglucose in vitro) nem na sua secreção pelo 
pâncreas, concluindo que haveria outro mecanismo através do qual a depleção de GSH 
conduziu a intolerância à glucose (Khamaisi et al., 2000). Em conjunto estas observações 
apontam, pela primeira vez, para uma nova função deste tiol não proteico, não como 
anti-oxidante mas como regulador metabólico e suportam a hipótese de que o aumento 
da concentração hepática de GSH, que ocorre na transição do estado de jejum para o 
estado pós-prandial, participa no sinal prandial que regula a libertação da HISS pelo 
fígado (Guarino et al., 2003; Guarino et al., 2006).  
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8.3. A NATUREZA QUÍMICA DA HISS  
 
Conclui-se deste trabalho que a administração de RSNOs tem potencial terapêutico 
no tratamento da resistência à insulina em situações em que haja, à partida, inibição da 
componente da HISS, tais como a resistência à insulina induzida pela dieta (Ribeiro et al., 
2005), insuficiência hepática (Lautt et al., 1998b), obesidade (Ribeiro et al., 2001a)  e 
hipertensão (Afonso et al., 2004; Ribeiro et al., 2007). 
Os resultados obtidos vieram demonstrar que existe um aumento da sensibilidade à 
insulina quando se administram RSNOs no estado de jejum. Contudo, este aumento só é 
estatisticamente significativo se a administração for efectuada a nível sistémico. Os 
resultados indicam que os RSNOs actuam no músculo esquelético para aumentar a 
captação de glucose, através de um mecanismo ainda por esclarecer. Estas espécies 
químicas poderão S-nitrosar enzimas chave envolvidos na regulação da captação da 
glucose tais como o hexocinase ou o AMPK. Está descrito que o AMPK é activado pelo 
NO (Shearer et al., 2004; Fu et al., 2005), levando a um aumento da entrada de glucose 
para as células, independentemente dos níveis de AMP intracelular (Zou et al., 2003). 
Estas observações contrariam a perspectiva tradicional de que o AMPK é apenas um 
sensor metabólico de stress e de escassez, e colocam este enzima na linha da frente 
como candidato a mediador intracelular da acção da HISS no músculo esquelético.   
No estado pós-prandial, em que a via de libertação/síntese da HISS é máxima, a 
administração sistémica de RSNOs induz resistência à insulina, o que sugere a existência 
de uma regulação muito fina da sensibilidade à insulina pelos RSNOs. Parece haver um 
mecanismo de retroacção negativa que regula a acção periférica da HISS quando há 
um aumento de moléculas mimetizadoras da sua acção em circulação. Estas 
observações sugerem fortemente que a natureza química da HISS é um nitrosotiol, o que 
é representado no mecanismo geral da acção da HISS apresentado na figura 8.1. 
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Figura 8.1: A hipótese da HISS: A ingestão de uma refeição sinaliza o sistema nervoso central 
(SNC) para activar os nervos parassimpáticos hepáticos (HPN), levando à libertação de acetilcolina 
(ACh) no fígado que, por sua vez estimula os receptores muscarínicos do tipo M1 para activar o 
sintase do monóxido de azoto (NOS). Simultaneamente, o aumento da disponibilidade do 
aminoácido cisteína no sangue portal aumenta os níveis de GSH hepático. O monóxido de azoto 
(NO) hepático reage com o GSH para formar um composto nitrosado, o S-nitrosoglutationo, 
podendo ainda activar o guanilato ciclase que, levando à formação de GMPc, modula a 
libertação da HISS para a corrente sanguínea. A HISS actua exclusivamente no músculo esquelético 
sendo responsável por cerca de 55 % da acção hipoglicemiante da insulina no organismo. O 
mecanismo pelo qual a HISS potencia a captação de glucose no músculo esquelético é ainda 
desconhecido. Se a função parassimpática, a produção de NO hepático ou os níveis de GSH no 
fígado estiverem diminuídos, a captação de glucose mediada pela insulina diminui em 55 % devido 
ao bloqueio da síntese da HISS. 
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8.4. A VIA DA HISS COMO ALVO TERAPÊUTICO 
 
Em artigos de revisão recentes tem sido enfaticamente sublinhado que muitas das 
abordagens terapêuticas para a diabetes tipo 2 e a síndrome metabólica foram 
desenvolvidas na ausência de alvos moleculares definidos e com uma fraca 
compreensão da fisiopatologia das doenças (Brownlee, 2005). A terapêutica actual 
possui eficácia e tolerância limitadas, e efeitos secundários significativos, nomeadamente 
associados ao ganho de peso ou a episódios de hipoglicémia. É urgente e necessário 
que surjam novas abordagens ao problema da terapêutica da resistência à insulina, 
nomeadamente na concertação entre o estudo dos mecanismos fisiopatológicos que 
lhe estão subjacentes e o design de novos fármacos. O estudo da fisiologia e patologia 
do mecanismo de controlo da captação de glucose pela HISS representa uma 
abordagem revolucionária em termos de novos alvos terapêuticos para restaurar a 
sensibilidade à insulina no músculo esquelético.  
Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o papel dos nervos parassimpáticos 
hepáticos na sensibilização da acção da insulina está intimamente ligado à produção de 
NO no fígado. Em termos farmacológicos, este trabalho sugere que os dadores de NO 
podem ter indicação terapêutica nos casos de resistência à insulina dependente da HISS 
associada com a neuropatia hepática ou com alterações na síntese hepática de NO. O 
uso exclusivo de agonistas muscarínicos não foi eficaz na reversão da resistência à 
insulina secundária a alterações na síntese de NO, embora esteja descrito na literatura 
que, tal como os inibidores do acetilcolinesterase (ACh-E), poderão representar uma 
mais-valia terapêutica nos casos de neuropatias do ramo hepático do vago (Xie et al., 
1996a).  
Nos casos em que a síntese da HISS se encontra diminuída devido a alterações na 
síntese de GSH hepático e de NO hepático, a abordagem terapêutica a considerar será 
a co-administração de dadores de GSH e de NO. Os resultados obtidos após a 
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administração conjunta de GSH e NO a ratos em jejum, mostraram uma potenciação da 
acção periférica da insulina induzida por estes compostos, o que indica que esta 
associação farmacológica poderá representar uma nova perspectiva na terapêutica da 
resistência à insulina dependente da HISS.  
Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os RSNOs mimetizam a acção da 
HISS no músculo esquelético, em situações em que a secreção deste factor humoral 
esteja à partida comprometida. Uma possível abordagem terapêutica a situações em 
que haja um comprometimento da secreção da HISS pelo fígado passa pela 
administração de RSNOs em doses baixas, uma vez que doses altas destes compostos 
poderão inibir a via da HISS por um mecanismo de retroacção negativa, sendo ainda 
responsáveis pela inibição da via de transdução de sinal do receptor de insulina 
(Carvalho-Filho et al., 2005; Badal et al., 2006; McGrowder et al., 2006b) As potenciais 
intervenções terapêuticas na via da HISS encontram-se esquematizadas na figura 8.2 
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Figura 8.2: Potenciais intervenções terapêuticas na via da HISS. Em situações de resistência à 
insulina dependente da HISS induzidas por neuropatias do parassimpático hepático, a 
administração de agonistas muscarínicos com elevada especificidade para os receptores do tipo 
M1 poderá reverter a inibição da secreção da HISS. Uma outra abordagem passa pela utilização 
de inibidores da acetilcolinesterase (ACh-E), que aumentam os níveis de acetilcolina (ACh) na 
fenda sináptica. Caso a alteração fisiopatológica seja na produção de monóxido de azoto (NO) 
hepático, os agonistas colinérgicos não representam alternativa terapêutica e terão que ser 
utilizados dadores de NO. Nas situações em que a inibição da secreção da HISS se deve a uma 
diminuição dos níveis de glutationo hepático, podem ser utilizados fármacos dadores de GSH. A 
administração periférica de RSNOs mimetiza a acção da HISS no músculo esquelético em situações 
em que a secreção da hormona está diminuída.   
 
 
Devido à complexidade da via de sinalização que conduz à síntese da HISS, a 
abordagem farmacológica da resistência à insulina dependente da HISS tem que 
considerar o mecanismo fisiopatológico que lhe está subjacente. É altamente improvável 
que as alterações na via da HISS descritas em diversos modelos animais patológicos, 
incluindo o modelo de colestase (Lautt et al., 1998b), resistência à insulina (Ribeiro et al., 
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2005), obesidade (Afonso et al., 2007), hipertensão (Afonso et al., 2004; Ribeiro et al., 
2007), exposição pré-natal ao álcool (Sadri et al., 2005)e num modelo de envelhecimento 
(Ribeiro & Macedo, observações não publicadas) sejam provocadas por um único 
defeito na via de sinalização. É igualmente improvável que a resistência à insulina 
dependente da HISS que se observa nestes modelos patológicos seja passível de ser 
tratada através de um único alvo terapêutico: para que o tratamento seja eficaz, será 
necessário avaliar a sua etiologia de forma a identificar a causa primária e, 
eventualmente, considerar a utilização de fármacos compostos caso exista um 
comprometimento multi-factorial na via de sinalização da HISS. 
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